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RESUMEN

El poliglicerol sebacato (PGS) es un polimero sintético, elastomérico y biocompatible. En
este trabajo se sintetizo a partir de una reaccion de policondensacion entre el acido sebacico
y el glicerol, y una etapa posterior de entrecruzamiento del material. Hay grandes diferencias
entre el producto obtenido en la primera etapa (prepolimero pPGS) y el polimero PGS final
ya entrecruzado. La sintesis y el incremento de los enlaces éster se corroboraron por
espectroscopia infrarroja (FTIR) y espectroscopia fotoelectronica de rayos-X (XPS). Se
determinaron sus propiedades térmicas por Termogravimetria (TGA), donde se observé que
el tiempo de curado es el factor que determina el grado de entrecruzamiento, el cual aumenta
si se aumenta dichos tiempos y, por lo tanto, afecta las propiedades finales del material. Los
andamios se fabricaron utilizando la técnica de lixiviado con NaCl (Salt leaching por sus
siglas en inglés) a diferentes porcentajes de pPGS/NaCl 60/40, 70/30 y 80/20. Elincremento
de la porosidad conforme se incrementa la cantidad de porogeno y adecuada morfologia del
andamio 80/20 se corroboraron por microscopia electronica de barrido SEM. El tamafio de
los poros y la dispersion de los andamios indican que la porosidad obtenida pertenece al
dominio de los macroporos y depende de la cantidad de pordgeno. La mezcla 80/20 ofrece
una distribucion de poros uniforme, por lo tanto, se selecciond para su modificacion con
plasma de polipirrol dopado con yodo (PPy-I). Las modificaciones se realizaron en un reactor
de plasma para estudiar el tiempo de exposicion en la viabilidad celular. El anélisis SEM
mostro la formacion de particulas de pirrol y un aumento en el tamafio de las particulas a
medida que aumentaba el tiempo de exposicion, mientras que el andlisis de FTIR y XPS
indicé un aumento en los grupos -NH- y N* en la superficie, lo que se relaciond con el
incremento de las particulas de PPy-I. Las mediciones del angulo de contacto indicaron un
aumento en la hidrofilicidad del andamio a mayores tiempos de exposicion, lo que también
se atribuy6 al incremento de particulas de PPy-I. Se observo que el PPy-I incrementa el
moddulo de Young de los andamios tratados. La proliferacion celular en contacto directo con
los andamios de PGS tratados mostrd un incremento con respecto a los andamios no tratados
en los tiempos mas cortos. Por otro lado, un aumento en el tiempo de exposicion al plasma

propicio que la citotoxicidad de los andamios se incrementara.



ABSTRACT

Polyglycerol sebacate (PGS) is a synthetic, elastomeric and biocompatible polymer. In this
work, it was synthesized from a polycondensation reaction between sebacic acid and
glycerol, and postcuring of the material. There are large differences between the product
obtained in the first stage (PGS prepolymer, pPGS) and the cured polymer. The synthesis
and the formartion of the ester bonds were corroborated by FTIR. Its thermal properties were
determined by TGA Thermogravimetry. It was observed that the cure time is the factor that
determines the degree of crosslinking, which increases if the time is increased and, therefore,
affects the final properties of the material. Once the prepolymer pPGS was obtained,
scaffolds were manufactured using salt leaching technique at different percentages of NaCl
and pPGS 60/40, 70/30 and 80/20. The increase in the porosity depended on porogen content.
The pore size and its dispersity in the scaffolds indicate that the porosity obtained belongs to
the macropores domain. The ratio 80/20 offers a uniform porous distribution, therefore it was
selected for the plasma modification with PPy-1. The scaffold 80/20 was modified with iodine
doped polypyrrole in a plasma reactor in order to study the exposure time on the cell
proliferation. SEM analysis showed formation of pyrrole particles and an increase in the
particle size as the exposure time was increased, while FTIR and XPS analysis indicated an
increase in -NH- and N* groups in surface which was related with the increment of the PPy-
I particles. The water contact angle measurements indicated an increase in the scaffold’s
hydrophilicity at greater exposure times which was also attributed to the increment of PPy-I
particles. It was also observed that PPy-I increase young's modulus of the treated PGS
scaffolds. Cell proliferation in direct contact on treated PGS scaffolds showed an
improvement with regard to non-treated scaffolds. Extracts of treated PGS scaffolds showed

high cytotoxicity in direct relation with the exposure time to plasma treatment.



INTRODUCCION

Millones de pacientes en todo el mundo tienen defectos dseos como resultado de
traumatismos, anormalidades congénitas, reseccion de tumores enfermedades deformantes
entre otros [1]. La frecuencia de estas condiciones esta ligada al crecimiento continuo de la
poblacion mundial, particularmente debido al aumento de la esperanza de vida [2]. Las
soluciones convencionales a estos problemas incluyen el reemplazo del tejido 6seo danado
con injertos O0seos autdlogos o alogénicos. Los injertos autélogos son el estandar de oro
durante la regeneracion dsea, pero presentan desventajas para los pacientes, relacionados con
el aumento del dolor, la morbilidad y el suministro limitado de hueso obtenido. Las
desventajas de las fuentes alogénicas incluyen la respuesta inmunogénica y el rechazo del
injerto, que disminuyen la posibilidad de integracion del huésped [3]. La ingenieria del tejido
6seo ha surgido como un enfoque muy prometedor para el desarrollo de sustitutos 6seos

bioldgicamente activos para restaurar, mantener y mejorar el tejido dseo [4].

Actualmente se ha demostrado que las células troncales de pulpa dental (hDPSCs por sus
siglas en inglés), han sido fuentes de células para el tratamiento de problemas dentales, asi
como diversas enfermedades degenerativas [2] . Debido a que este tipo de células pueden
generar distintos linajes de células especializadas, que, bajo estimulos especificos se
diferencian en diversos tipos de cé€lulas que incluyen condrocitos, osteoblastos, neuronas
entre otros. Debido a su capacidad de diferenciacion, facilidad de obtencion y a que se pueden
encontrar tanto en etapas infantil como adulta, se han desarrollado métodos de aplicacioén en

tejidos dafiados.

Las hDPSCs se han utilizado en ensayos in vitro [5], estudios preclinicos [6, 7] y humanos[8-
10]. Hoy en dia, se estudia la posibilidad de utilizar las hDPSCs en conjunto con andamios
tridimensionales que posean buenas propiedades mecanicas, quimicas y fisicas adecuadas
para fomentar la adhesion celular, proliferacion, diferenciacion, organizacion y
vascularizacion in vivo, integracion con el tejido huésped, y el remplazo gradual del andamio

por matriz extracelular nueva mientras este se degrada.



El presente trabajo consta de tres capitulos; en el primero se encuentra el marco tedrico y los
antecedentes referentes al trabajo, el cual presenta informacion sobre la ingenieria tisular, la
técnica de fabricacion de andamios, caracteristicas de los polimeros a utilizar y los aspectos
importantes para la fabricacion de andamios y las modificaciones superficiales llevadas a

cabo con plasma.

En el capitulo 2 se presenta la metodologia a partir de las cuales se fabricaron los andamios,
las pruebas para determinar las propiedades fisicoquimicas, asi como de biocompatibilidad
llevadas a cabo en los andamios. En los capitulos 3 y 4, se presentan los resultados obtenidos
durante el desarrollo de este trabajo; de igual manera se proporciona el analisis y discusion
de éstos. Posteriormente, se presenta las conclusiones del trabajo y recomendaciones al

trabajo y, finalmente las referencias bibliograficas



HIPOTESIS
El andamio PGS modificado con plasma de PPy-I utilizando plasma a diferentes tiempos de
exposicion, permitird obtener un andamio que mantenga la proliferacion de células troncales

de pulpa dental hDPSCs sin presentar citotoxicidad.

OBJETIVOS
OBJETIVO PRINCIPAL
Estudiar el efecto del tiempo de exposicion de un andamio de poli (glicerol sebacato) PGS

en el plasma de polipirrol yodo (PPy-I) en las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas con

células hDPSCs

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar el pPGS y obtener andamios con estructura porosa del PGS entrecruzado,
utilizando la técnica de lixiviacion de porogeno.

e Modificar superficialmente los andamios de PGS entrecruzado con la incorporacion
de PPy-I mediante la técnica de polimerizacion por plasma.

e (Caracterizar la morfologia (SEM, AFM), estructura quimica (FTIR, XPS, Raman),
area superficial (BET), e hidrofilicidad de los andamios modificados.

e Adislar, cultivar y caracterizar hDPSCs mediante ensayos de inmunofenotipo.

e Evaluar la citotoxicidad de los andamios del PGS entrecruzado y modificados con

PPy-1, a través de ensayos de citotoxicidad y viabilidad celular en cultivos in vitro.



CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1 Biomateriales

El termino biomaterial se refiere a un material disefado para interactuar con un sistema
bioldgico o vivo con un proposito medico [11]. Diferentes materiales son utilizados para este
proposito, por ejemplo: metales, cerdmicos y polimeros. Los materiales ocasionan una
reaccion del cuerpo llamada reaccion a cuerpo extrafio, por lo que el término biocompatible
fue introducido para distinguir los materiales adecuados para este fin. La biocompatibilidad
se define como la habilidad de un material para desempefiarse en un ambiente biologico, con
una respuesta adecuada del huésped [11]; un material puede ser biocompatible en una
aplicacion, pero incompatible en otra, dependiendo de la respuesta que produzca. El
proposito de los biomateriales es sustituir tejidos dafiados, perdidos de manera temporal o de
manera permanente. Sin embargo, aun cuando se han utilizado materiales artificiales para
ayudar a nuestro cuerpo, quedan muchos temas necesarios a resolver, como la pérdida de
funciodn al sustituir un tejido y la falla del material. Un intento de superar estos problemas es
la ingenieria tisular, en la cual el objetivo es implantar un biomaterial, cargado con células,
que durante un tiempo determinado funcione como un substituto de la matriz extracelular vy,
posteriormente se espera que el implante vaya desapareciendo de manera gradual mientras el

tejido nuevo y sano se forma.

1.2 Ingenieria tisular utilizando andamios tridimensionales.

Los biomateriales han sido utilizados, de manera tradicional, como un sustituto de la matriz
extracelular la cual provee un ambiente favorable para la regeneracion del tejido. Uno de los
enfoques de la ingenieria tisular es crear un andamio que pueda ser implantado
posteriormente en humanos de manera in vitro o in vivo, funcionando como un refuerzo
mecanico y un vehiculo celular. Hay cuatro componentes que son clave para el éxito la
regeneracion tisular en un andamio: 1) el biomaterial elegido, 2) la técnica de fabricacion del
andamio, 3) el tipo de células, y 4) los métodos de sembrado y cultivo. La idea es que al

combinar los avances en estas cuatro areas se pueda establecer un andamio y un método de



formacion tisular que lleven a una regeneracion exitosa del 6rgano receptor. La ingenieria
tisular parte del principio de que la regeneracion de nuevo tejido puede ser guiada a través
de la combinacion de células, biomateriales y moléculas bioactivas. Este principio esta
representado en el grafico de la Figura 1.1 denominado la triada de la ingenieria tisular. Esta
representacion ilustra el hecho de que estos tres elementos deben actuar de manera orquestada

para lograr la meta central de crear un tejido nuevo.

Matrices tridimensionales

Tiempo Regeneraciéndel

Ambiente tejido/drgano
apropiado

Moléculas
de senalizacion

Células

Figura 1.1 Triada de la Ingenieria tisular. Una matriz tridimensional (Ilamada andamio), unas
células y generalmente un componente molecular de sefializaciéon son necesarios para la
creacion de tejido de novo [12].

Por otro lado, los andamios tridimensionales para la ingenieria tisular (IT) deben satisfacer
ciertos criterios:
1) Biocompatibilidad. Esto es, que permitan la integracion adecuada al tejido huésped
sin presentar efectos citotoxicos o genotoxicos, o bien causar respuesta inmune.
2) Porosidad. Deben tener poros abiertos e interconectados, necesarios para la difusion

de nutrientes, y la remocion de desechos metabolicos como resultado de la actividad



3)

4)

5)

6)

7)

celular, lo cual es fundamental en tejidos, asi como la formacion de vasos sanguineo,
incluso cuando se realizan procesos in vitro [13].

Tamafio del poro. El tamafio del poro debe estar en un intervalo entre 100 um y 400
um [14, 15].

Propiedades de la superficie. Tanto las quimicas como topograficas pueden controlar
y afectar la adhesion y proliferacion celular [16]. Por ejemplo, las propiedades
quimicas de la superficie estan relacionadas con la habilidad de las células para
adherirse al material, mientras que las propiedades topograficas son fundamentales
para el proceso mediante el cual las células migran desde la superficie de la matriz
tridimensional, que se establece después de implantado en el material [17].
Propiedades mecénicas. Depende del lugar de implantacion y de las fuerzas
mecanicas a las que se vera expuesto el implante. Las propiedades mecanicas deben
ser similares al tejido en el cual serd implantado, ademas de ofrecer suficiente soporte
mecanico a las células hasta que la nueva matriz extracelular sea producida por ellas
mismas.

Biodegradabilidad. Para la fabricacion de las matrices se deben utilizar materiales
que tengan tasas de resorcidon que igualen a las de formacion del tejido, de tal manera
que, para cuando la lesion esté totalmente regenerada, la matriz tridimensional se
haya degradado totalmente [18].

Comercializacion. La sintesis de los biomateriales y la fabricacion de los andamios

deben ser adecuados para su comercializacion [19].

1.4 Células troncales

Las células troncales son células indiferenciadas con potencial de proliferacion elevado, con

capacidad de auto renovarse y de generar uno o mas tipos de células que desempefian

funciones especializadas en el organismo [20, 21]. En condiciones normales no se dividen,

pero si hay alguna lesion en los sitios donde estas células se encuentran, éstas se diferencian

y favorecen el proceso de regeneracion. Las células troncales pueden ser clasificadas por su

origen en: embriogénicas y postnatales adultas, siendo estas ultimas las mas utilizadas en

investigacion [22].



Existen diferentes tipos de células troncales y se les clasifica segiin su plasticidad:
totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales. Las células
totipotenciales son aquellas capaces de diferenciarse en cualquier tipo de célula del embrion
o tejidos extraembrionarios. Las pluripotenciales son aquellas que pueden dar lugar a todos
los tipos de células en el embridn (sin incluir tejidos extraembrionarios). Tanto las células
troncales embrionarias, como las epiteliales amnidticas son pluripotenciales. Las células
multipotenciales ya no poseen la capacidad de diferenciarse en todo tipo de células, pero
mantienen la habilidad de diferenciarse en varios tipos de células. Las células fetales, del
cordén umbilical y las células troncales especificas de un tejido, como las mesenquimales y
hematopoyéticas, son de esta categoria [23]. Por otro lado también estan las células de los
tejidos adultos se encuentran diferenciadas, permanecen de esa manera y eventualmente

pierden su capacidad de proliferacion [21].

1.5 Aplicaciones en ingenieria tisular de las células troncales mesenquimales:

Las células Optimas para usarlas en Ingenieria tisular deben ser féciles de obtener y de
expandir, deben conservar el fenotipo, mantener su funcidon y ser multipotenciales para
diferenciarse o transdiferenciarse a una variedad de células especializadas, especificas de
tejidos u 6rganos, y no deben generar respuestas inmune [24]. Cuando se piensa en las fuentes
celulares como paso inicial en el ensamblaje de los constructos, la primera alternativa es el
uso de células diferenciadas especificas al tejido, por ejemplo, osteoblastos, cardiomiocitos,
que son células ya diferenciadas en su forma final. los osteoblastos sintetizan la matriz
extracelular (MEC) calcificada que constituye la base de los huesos y han sido utilizados en
numerosas aplicaciones y estudios relacionados con la formacion de tejido 6seo. No obstante,
estas células son altamente diferenciadas y senescentes, lo que se traduce en una baja tasa de
proliferacion y rapida muerte celular programada, luego de depositar una cierta cantidad de
MEC [25]. En consecuencia, es dificil conseguir, a través de cultivos in vitro, un nimero de

osteoblastos suficiente para el desarrollo de tejido de novo.



Hay un gran interés por las células troncales, que se pueden replicar como células
indiferenciadas que tienen la capacidad de diferenciarse en distintos linajes de tejidos; en este
sentido, las células troncales mesenquimales (MSC por sus siglas en inglés), que muestran
un fenotipo estable y permanecen en monocapa, han sido utilizadas con mayor frecuencia en
ingenieria tisular 6sea (ITO), tendon, cartilago y musculo, obteniéndose a partir de tejido

adiposo o médula o6sea [17, 26].

Para tratar lesiones Oseas de tamafio critico, se necesita una fuente alternativa de células que
permitan su aislamiento y expansion en el laboratorio, que no sean inmunogénicas y se
obtengan en grandes cantidades. Las células troncales mesenquimales son células
pluripotenciales adultas, con morfologia fibroblastoide y plasticidad hacia diversos linajes
celulares como condrocitos, osteoblastos, adipocitos, miocitos entre otros. Estas células
pueden ser aisladas principalmente de médula 6sea, sangre de cordon umbilical y tejido
adiposo, donde se han logrado establecer cultivos que han permitido estudiar sus propiedades
funcionales y fenotipicas [27]. Para la regeneracion de tejido 6seo, la fuente de obtencion de
c¢lulas mas estudiada han sido las células troncales humanas de médula 6sea o human bone
mwrrow stem cells (h(BMSCs por sus siglas en inglés), debido a que en su estroma se
encuentran MSCs capaces de diferenciarse y formar hueso [28, 29]. Sin embargo, existen
algunos aspectos de que dificultan su uso como; dolor posoperatorio del paciente, es decir
después de que pasa el efecto de la anestesia; riesgo de infeccion o dafio a los nervios de la
zona, provocando una parestesia. una limitada tasa de proliferacion, asi como la disminucién
de la capacidad de diferenciacion de acuerdo a la edad del donante de la médula, ademas que
el volumen del aspirado de la médula debe ser minimo de 150 ml, por lo que la técnica puede
influir en el nimero de células aisladas [27]. No obstante, se destaca que las hBMSC
mantienen su potencial de osteodiferenciacion en individuos mayores y, que en las
condiciones apropiadas in vitro (medios de cultivo suplementado con factores de

crecimiento) pueden mantener su potencial de diferenciacion [29].

Hay otras fuentes, por ejemplo las MSCs a partir de tejido adiposo descubiertas

recientemente, parecen tener un buen potencial de diferenciacién a osteoblastos [30]. Los
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volumenes de los lipoaspirados pueden ir desde 100 ml hasta varios litros, conteniendo una
frecuencia relativamente alta de MSCs entre 1% y 5%. El potencial de diferenciacion
depende del manejo de cultivo y de los sitios de obtencion de la muestra (abdomen, brazos,
gluteos, etc.,) [31, 32]. Otra fuente de MSCs es a partir de la sangre del cordon umbilical; sin
embargo, se afirma que es un procedimiento que requiere todavia la optimizacion de puntos
criticos para lograr un cultivo exitoso, tales como: el tiempo de recoleccion y el tiempo de
procesamiento que debe ser inferior a 16 h, asi como el volumen de sangre recolectado, el

cual debe ser igual o superior a 30 ml [33].

1.6 La pulpa dental y células troncales de pulpa dental (hDPSCs)

La pulpa dental es un tejido conjuntivo laxo compuesto de células, fibras de coldgena
reticulares, vasos sanguineos y nervios que forma parte de la anatomia dental (Ver Figura 1.2
a). Entre las funciones de la pulpa destaca la formativa, que se caracteriza por la formaciéon
de dentina primaria y secundaria por los odontoblastos en la capa externa del tejido pulpar.
Otra funcidon no menos importante, es nutrir a la dentina por medio de los vasos sanguineos
ubicados bajo las células odontoblasticas [34]. La Figura 1.2 b muestra una histologia

representativa de un tejido dental, donde se observa la ubicacion de la pulpa dental.
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Figura 1.2 a) Anatomia dental, donde se observa la ubicacidn del tejido de la pulpa; b) detalle

histologico de una muestra dental.

En la Figura 1.3 Se pueden diferenciar 4 zonas en la pulpa dental [35]. La zona

odontoblastica, donde se encuentran las células de Hohl 6 preodontoblastos. La zona

oligocelular o zona basal de Weil, esta zona es pobre en células y rica en colageno, mientras

que la zona celular es una zona muy rica en células adyacente a la capa anterior y la zona

central, es en esta zona donde se encuentran los odontoblastos, donde estan presentes los

nervios y vasos sanguineos [34, 35]
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Figura 1.3 Pulpa dental donde se pueden diferenciar las 4 zonas celulares [35].

La Figura 1.4 muestra diferentes subpoblaciones de MSCs dentales, segin su tejido de
origen. Diogenes ef al, y Nagata et al, lograron identificar 12 sitios potenciales de obtencion
de MSCs intraorales y dentales, entre los que destacan ocho, donde es posible encontrar estas
células. Entre éstas se pueden mencionar las siguientes (de acuerdo a sus siglas en inglés)

[36]:

SHED: C¢lulas troncales humanas de dientes primarios exfoliados.
PDLSCs: Células troncales humanas del ligamento periodontal.
SCAPs: Células troncales humanas de la papila apical.

DFPCs: Células troncales humanas del foliculo dental.

DPSCs: Células troncales humanas de la pulpa dental.
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ABMSCs: Células troncales humanas de la médula 6sea de huesos orofaciales (maxilar y
mandibula).
GMSCs: Células troncales gingivales mesenquimales.

TGPCs: Células troncales del germen de diente permanente.

GMSCs DPSCs
DFPCs —_ s |
| r\” SHED
TGPCs . £ /
~ VI
A (L

Figura 1.4 Dibujo esquematico de los potenciales sitios de obtencion de células troncales
postnatales en la cavidad oral [37].

Las DPSCs humanas (hDPSCs) tienen un gran potencial en la ingenieria tisular debido a su
baja morbilidad después de la recoleccion, facil acceso quirtrgico (ya sea por razones de
salud o estéticas) capacidad de ser criopreservadas garantizando un recurso terapéutico a
futuro, capacidad de recombinarse con muchos andamios y de privilegio inmunologico y
antiinflamatorio, ademés tasa de proliferacion rapida en comparacion de células
diferenciadas [38-40]. Pueden obtenerse de dientes temporales, terceros molares o dientes
adultos sanos [41, 42]. Las hDPSCs se pueden recolectar facilmente en grandes cantidades a

partir de dientes extraidos durante la cirugia dental. Ademas, cuando se extrae la pulpa,
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pacientes experimenten poco dolor y, por lo tanto, es un procedimiento muy comun, seguro

y efectivo.

La Figura 1.5 muestra un diagrama referente a la capacidad de diferenciacion que poseen las
hDPSCs en multiples linajes [43]. En primera instancia, las hDPSCs tienen una morfologia
similar a la de los fibroblastos y, luego de recibir el estimulo apropiado, las hDPSCs pueden
tener diferenciacion terminal en células neuronales, condrocitos, adipocitos, miocitos,
hepatocitos, células endoteliales y, células similares a odontoblastos, que son formadoras del
complejo dentina pulpar [43-45]. Ademads, se ha reportado que las hDPSC pueden
diferenciarse en osteoblastos y, por lo tanto, tienen un gran potencial para la ingenieria del

tejido 6seo [46-51].

| Multilinaje Diferenciacién |

Autorenovacion

'

Pulpa dental n Ectodermico "Celulas neuronales"”
' Mesenquimal co /
: - "Osteoblastos” "Condrocitos” "Adipocitos” "Miocitos"
. DPSCs
Diente Endodermico { s

. OO

"Hepatocitos" "Celulas endoteliales”

Figura 1.5 Las hDPSC y su diferenciacion a diferentes multilinajes ectodérmico,
mesenquimal y endodérmico.

1.6.2 Aislamiento y cultivo de las hDPSCs

Las hDPSCs se han obtenido por métodos basados en diversos experimentos e
investigaciones, por ejemplo, el reportado por Raoof ef al, en el afio 2014. El aislamiento y
cultivo de las hDPSCs se hizo mediante dos metodologias; en la primera, se realiz6 mediante
la técnica de digestion enzimatica con colagenasa y dispasa, sembrando células aisladas en

placas de cultivo. La segunda metodologia fue el método de explante, donde el tejido pulpar
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se cortd en pequefios trozos de tejido sin digerir y, se coloco directamente en las placas de
Petri. En ambos métodos, se reportd que las hDPSCs crecieron en un medio de cultivo
(DMEM) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SFB), a 37°C, con 5% de CO2 y 90%

de humedad en la incubadora de COs.

1.6.3 Células troncales mesenquimales y fenotipo mesenquimal de la poblacion de la
pulpa dental (hDPSCs).

Las células troncales mesenquimales humanas deben ser capaces de diferenciarse in vitro en
osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo condicion estandar de cultivo [52], aunque
también se ha reportado la diferenciacion de células troncales de tejido adiposo a linajes
neurogénicos y miogénicos [53, 54]. Ademas de los antigenos propuestos por ISCT, otros
autores proponen moléculas como STRO-1, CD44, y CD166 principalmente, ademas de
CD140B, DI1K1, CD146, SSEA-4, CD90.2 (Thyl.2), colageno tipo I, II, IV, V, Agrecan,
Byglican, Decorin, (componentes de la matriz extracelular) Cbfa-1 también conocido como
RUNX2 (Factor de transcripcion) y Bapx-1 (Receptor transcripcional), VCAM, ICAM, L-
selectina (moléculas de adhesion), y la secrecion de citosinas como MCP-1, VEGF-A IL-6,

IL-8 y ENA-78 para la tipificacion de células mesénquimales [52, 55].

Generalmente el andlisis fenotipico de las hDPSCs se lleva a cabo mediante el estudio de la
expresion de marcadores que son moléculas de superficie celular, caracteristicas de estas
poblaciones celulares. En el caso de las hDPSCs, estos analisis son utiles para la clasificacion,
el aislamiento, asi como para dar seguimiento de sus estados en procesos de diferenciacion,
los cuales pueden ser visualizados por diversos métodos como citometria de flujo y por
inmunofluorescencia. En el afio 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (SCT,
por sus siglas en inglés) defini6 las propiedades que debe cumplir una célula para ser
considerada como troncal [56]; una de ellas es el presentar marcadores de superficie como el
CD73 (5 -ectonucleotidasa), CD90 (glicoproteina anclada en glicosilfosfatidilinositol y
CD105 (endoglina), asi como ausencia de antigenos hematopoyéticos < 2% como el CD34
(glicoproteina involucrada en la adhesion célula-célula la cual se expresa tempranamente en

células de origen hematopoyético), CD45 (glicoproteina transmembrana con actividad
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tirosina quinasa, expresado en la superficie de células hematopoyéticas), marcadores de

monocitos, macrofagos y linfocitos B [35].

1.7 Polimeros utilizados en ingenieria tisular

Los polimeros biodegradable son los empleados principalmente en la ingenieria tisular Osea,
y su uso y popularidad se ha incrementado con el tiempo [57]. Los polimeros sintéticos como
el polimetilmetacrilato, polietileno (PE), policarprolactona (PCL), poliuretano y poliacidos,
como el polilactico (PLA) y poliglicolico (PGA) asi como sus copolimeros (PLGA)
constituyen otra fuente de biomateriales usados para reemplazo o fijacion de huesos y
rellenos dseos, siendo algunos de ellos biodegradables; Los polimeros sintéticos en general
tienen la ventaja de tener tasas de degradacion tolerables para el cuerpo humano, mayor
previsibilidad de sus propiedades y pueden tener una mejor reproducibilidad de lote a lote;
ademas sirven de soporte al crecimiento celular. Estos materiales no producen toxicidad, son
biocompatibles, se degradan por hidrdlisis y estan aprobados por la FDA (Administracion de
drogas y farmacos) [58]. También se han utilizado los polimeros naturales tales como
colageno, quitosano, acido hialurénico tiene un bajo potencial inmunogénico, con un

potencial bioactivo que es capaz de interactuar con el tejido del huésped [13].

1.7.1 Poli (glicerol sebacato) (PGS)

El PGS es un polimero elastomerico, biodegradable y biocompatible, obtenido por
policondensacion del 4cido sebacico con el glicerol (Ver Figura 1.6). El 4cido sebacico es un
metabolito, intermediario natural de la w-oxidacion de acidos grasos de cadena larga, y el
glicerol es uno de los componentes principales de los lipidos. Ambos mondémeros estan
aprobados por la FDA vy tienen la ventaja de tener un bajo costo econdmico [59]. Ademas,
para el proceso de sintesis del polimero no se necesita ningtn tipo de aditivo o catalizador
para el inicio de la reaccion y, los productos de la degradacion, se encuentran de forma natural
en el organismo, son reabsorbidos con facilidad, lo que reduce el riesgo de efectos toxicos

indeseados [60].
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En un estudio realizado por Wang et a/ en el 2002, determin6 que el proceso de sintesis del
PGS comprende dos etapas[61]: la fase de prepolimerizacion, que da lugar a un prepolimero
(pPGS) viscoso, debido a la formacion de cadenas lineales entre los mondmeros
reaccionantes, y una segunda etapa de entrecruzado, en la que las cadenas se entrecruzan para
formar la red polimérica. La prepolimerizacion se puede llevar a cabo haciendo reaccionar
los mondmeros a una temperatura entre 110°C y 150°C durante 24 horas, manteniendo una
atmosfera inerte normalmente con nitrogeno o argédn a una presion reducida entre 1 mmHg
y 20 mmHg. Para el proceso de entrecruzamiento, se calienta entre 110°C y 150°C a una
presion de vacio de 75 mmHg al menos durante 12 horas, en esta etapa, a diferencia de la
primera, no se requiere una atmosfera inerte. En general, la formacion del polimero final se
puede describir mediante un proceso de esterificacion. Son los grupos hidroxilo del glicerol
los que actian como iniciadores de la reaccion; asi, inicialmente, un grupo hidroxilo primario
ataca a un grupo carboxilico para formar un monoéster con un grupo carboxilico libre. Este
monoéster reaccionara con otro grupo primario del glicerol, y posteriormente se separara,
formando el monoéster y agua como subproducto. Este proceso ocurre de manera sucesiva

con todos los grupos funcionales [62].

Las propiedades del PGS indican que es un material flexible, con la posibilidad de una gran
deformacion reversible, con una recuperacion casi completa en ambientes dindmico-
mecanicos. Esto lo hace adecuado para ser utilizado en contornos dificiles del cuerpo, en los
cuales, los polimeros fragiles y duros no pueden emplearse. Su curva de esfuerzo -
deformacion es similar a la del hule natural y su naturaleza elastomérica es debida a su
entrecruzamiento covalente, y a que es una red tridimensional de espirales al azar con grupos
hidroxilo unidos a su matriz. Al ser un material entrecruzado, el pPGS es soluble en una gran
cantidad de disolventes orgéanicos, pero el polimero final es insoluble. Ademas, puede
degradarse y ser absorbido, y sus productos de degradacion son eliminados por vias naturales
Estudios han mostrado el uso del poliglicerol sebacato (PGS) como una matriz que induce la

formacion de nuevo tejido [59, 61, 63-66].
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Figura 1.6 Procesos de obtencion del pPGS y el polimero final entrecruzado PGS [61].

Con respecto a las propiedades mecénicas del PGS, Rai ef al. en 2012, reportd valores del
moédulo de Young del PGS en un intervalo entre 25 kPa y 1,200 kPa. Estos valores se
encuentran entre el modulo de elasticidad de los ligamentos y el del miocardio, siendo muy
parecido al del nervio periférico con valor de 450 kPa, y su elongacion maxima de 260%, es
similar al de las venas y las arterias [67]. Las propiedades mecanicas y su cinética de
degradacion del PGS pueden ser controladas por la variacion en la concentracion de reactivos
durante la etapa de prepolimerizacion, asi como por el tiempo y la temperatura de

entrecruzamiento. Su mecanismo de degradacion se da por la desaparicion de los enlaces
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éster, con una pérdida lineal de la masa y de su resistencia, lo cual contribuye a que no se
hinche [68]. Ademads, esto permite que el polimero conserve en gran medida su integridad
estructural y por lo tanto sus propiedades mecéanicas. En la Tabla 1.1 se muestran los
diferentes intervalos para el modulo elastico de peliculas de PGS entrecruzado, reportadas

por varios autores.

Tabla 1.1 Diferentes propiedades mecanicas del PGS reportadas

Modulo elastico Elongacion Esfuerzo Referencia

(MPa) maxima (%) maximo

(MPa)

0.024 40.0 0.69 Patel et al [59]. 2011
0.06-1.20 40.0-260 0.23-0.47 Chen et al [69]. 2008
0.17-0.64 109-526 0.37-0.41 Sundback et al [70]. 2012
0.40-2.40 15.0-100 0.21-0.54 A.G. Mitsaka et al[71] 2011

Wang et al. en 2003, reportd que, al implantar una pelicula de PGS, su vida media de
degradacion fue de 21 dias y, al dia 60 se observé una absorciéon completa. Asimismo, se
reportd que su absorcion de agua durante la degradacion es minima sin hinchamiento

detectable.

Por otro lado, estudios térmicos realizados al PGS han revelado que es un polimero
semicristalino, completamente amorfo por encima de 37 °C. Los picos amplios tipicos de los
polimeros amorfos se observan en estudios de difraccion de rayos X (DRX) del PGS [69].
Jaafer et al., demostr6 mediante calorimetria diferencial de barrido que el grado de
cristalizacion de PGS disminuye significativamente con el incremento del tiempo de
entrecruzamiento y la temperatura; los termogramas mostraron el estrechamiento de la regién
de transicion, la reduccion en la magnitud del pico de fusién y un cambio general hacia
temperaturas mas bajas, a medida que aumentan la temperatura y el tiempo de curado [72].

La sintesis de PGS implica la consideracion de cinco criterios, de acuerdo a la aplicacion
prevista que se desea: 1) Debe degradarse preferentemente por via hidrolitica, para reducir la

variacion en la cinética de degradacion causada por degradacion enzimatica. 2) Los enlaces
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¢éster favorecen la degradacion hidrolitica. 3) Se necesita un bajo grado de entrecruzamiento
entre las cadenas poliméricas que lo conforman. 4) Los enlaces quimicos entrecruzados
necesitan ser hidrolizables e idénticos a los de la cadena principal para reducir la posibilidad
de degradacion heterogénea. 5) Los reactivos no deben ser toxicos, al menos uno debe ser
trifuncional y al menos uno debe proporcionar grupos hidroxilo para la formacion de puentes

de hidrogeno [61].

Las aplicaciones biomédicas del PGS se han enfocado principalmente en el remplazo de
musculo cardiaco [73] valvulas cardiacas [74] injertos vasculares [75], cartilago [76], nervio
periférico [63], trasplante de retina [77], etc; Sin embargo, las aplicaciones de éste se han ido
expandiendo hacia la liberacion controlada de fArmacos, como adhesivo tisular y para la
regeneracion de tejidos duros [67]. Chen et al., 2008, mostrd que un ejemplo de aplicacion
seria un parche de PGS para el corazdn, el cual debe ser biocompatible, degradable y elastico
[69]. Kemppainen et al, en el 2010, reportd que andamios de PGS presentaron valores de
modulos que se encuentren en los rangos del que presenta el cartilago articular del cuerpo
humano [78]. Sundback et al/, 2005, report6 el efecto de films (laminas) de PGS en la
actividad metabdlica, fijacion, proliferacion y apoptosis de las células de Schwann in vitro
[63]. Ghosh et al, 2011, reportd una aplicacion del PGS que consiste en la creacion de una
membrana de éste para conseguir la eliminacion selectiva de fotoreceptores, ya que algunas
de estas células de retina que se encuentren enfermas podrian obstruir el desarrollo de
contactos neuronales que son necesarios para la vision [79]. Chen et al, 2010, demostrd que
las peliculas de PGS son capaces de soportar las contracciones que producen los latidos de
cardiomiocitos derivado de células troncales mesenquimales durante 3 meses sin ninguna
interrupcion [73]. Ademas, no se observaron diferencias significativas con la frecuencia de
contracciones con respecto al medio de cultivo estatico (cardiomiocitos sin ningiin material
de soporte). Por lo tanto, el PGS es un material capaz de adherir cardiomiocitos, soportar las
contracciones que inducen durante la manipulacion quirurgica, asi como permitir el

desprendimiento de las células una vez implantado.
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Por otro lado, aunque numerosas estrategias que se usan actualmente para regenerar hueso
dependen del empleo de materiales biocompatibles que exhiban una estructura de andamio.
Se ha investigado una variedad de materiales que involucran el PGS como andamios para la
ingenieria tisular 6seo que es la aplicacion donde mas se utilizan células troncales de pulpa
dental hDPSCs. En la Tabla 1.2 se presenta un listado de algunos estudios realizados con
andamios a base de PGS aplicados a la ingenieria tisular para regeneracion 6sea utilizando
células troncales, y de algunos poliésteres donde se han cultivado hDPSCs para aplicaciones

de regeneracion de tejido Oseo.
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Tabla 1. 2 Estudio de biocompatibilidad in vitro

Material Fuente de Principales resultados Ref
células
PGS/vidrio Médula 6seade Los estudios in vitro indicaron que el recubrimiento de PGS promovi6 la [80]
bioactivo rata (rBMSCs) adherencia y proliferacion celular de una manera dependiente de la
concentracion de PGS, sin afectar la capacidad de induccion osteogénica del
sustrato.
PGS rBMSC. Este estudio confirm6 que el PGS es osteoconductor y contribuye a la [81]
regeneracion 0sea al reclutar poblaciones de células rBMSC. Se determiné que
la transmision de carga mecanica influye en la estructura, masa oOsea y
promueve la diferenciacion y la maduracion de la matriz hacia la remodelacion
Osea.
PGS/B-TCP  Precursor de Se investigaron propiedades osteogénicas de los andamios de PGS en [82]
osteoblastos combinacion con inductores osteogénicos BMP-2 y TGF-1. Los andamios
MC3T3-El mostraron propiedades mecanicas y bioldgicas mejoradas y tienen potencial
de ser utilizadas en aplicaciones en la interface de tejido blando-6seo.
PGS/B-TCP  rBMSC Los andamios B-TCP/PGS permitieron la migracion y proliferacion celular, lo  [83]

que indica una buena biocompatibilidad. Ademads, éstos incrementaron la
mineralizacion con un incremento de las particulas de calcio y potasio . se
demostrd que los andamios B-TCP/PGS tienen una gran aplicacion potencial

en la regeneracion de tejidos rigidos.
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PGS/HA

rBMSCs

Se estudio el PGS en combinacion con particulas de hidroxiapatita (HA). Los
resultados de este estudio sugieren que el elastomero PGS es un material

osteoconductor propicio para la regeneracion de defectos 0seos.

[84]

PGS

Preosteoblasto

s MC3T3-El

Las células MC3T3-El proliferaron en el PGS, sintetizaron matriz de
coldgeno y expresaron marcadores osteogénicos RUNX>, sialoproteina dsea y
osteocalcina de acuerdo con su densidad de cultivo celular. Se llego a la
conclusion de que el PGS promueve el fenotipo osteoblastico in vitro con
propiedades osteconductoras, las cuales son prometedoras para la

regeneracion oOsea

[85]

(PLLA-co-
PGA-co-
PCL) (PLGC)

hDPSCs

Las hDPSCs, en presencia del andamio y factores osteogénicos (OF),
mostraron fenotipo de osteoblastos diferenciados. El andamio se disefid y
fabrico mediante técnicas computarizadas utilizando  poliésteres
biodegradables (PLLA-co-PGA-co-PCL) (PLGC). Se confirm¢ la formacion
de tejido 6seo dentro de un defecto de hueso craneal usando hDPSCs y un

andamio PLGC disefiado por impresion 3D.

[40]

PLGA/HA

hDPSCs

La capacidad de diferenciacion de hDPSCs hacia el linaje de osteoblastos fue
mejor en el andamio de PLGA/HA a los 7, 15 y 30 dias en comparacion del
PLGA sin HA. Esto se verificod con el incremento de la expresion de

marcadores osteogénicos RUNX>, ALP, OPN y COL-L

[86]

PGS/PLA

rBMSCs

Los andamios PGS/PLA exhibieron elevada mineralizacion, alta

biocompatibilidad celular, adherencia celular mejorada y diferenciacion

[65]

24



osteogénica de rBMSCs, especialmente cuando los andamios PGS/PLA son

tratados con plasma de aire.
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1.8 Técnicas de fabricacion de andamios

A diferencia de otros biopolimeros, incluidos los polimeros naturales y sintéticos, el PGS
presenta un conjunto de limitaciones y varios desafios en la fabricacion de andamios
tridimensionales; esto se debe a las elevadas condiciones de temperatura para el
entrecruzamiento de PGS, que incluyen altas temperaturas, largos tiempos y un entorno de
vacio [87]. A pesar de lo anterior, se han utilizado o desarrollado varios métodos de

procesamiento para disefiar andamios PGS en las que se incluyen:

1.8.1 Electrohilamiento.

La técnica consiste en someter soluciones de polimero a altos campos eléctricos, que superen
las fuerzas de la tension superficial de la solucion de polimero cargado. De esta forma, a un
voltaje determinado, finos chorros de solucion son expulsados desde el capilar hasta el plato
colector; el disolvente se evapora y fibras poliméricas son depositados al azar en un sustrato
[88]. La filosofia de esta técnica es que la obtencidon de una topografia fibrosa, similar a la
estructura de la matriz extracelular (ECM), es beneficiosa para la proliferacion y migracion
de las células. La fabricacion de andamios de PGS por la técnica de electrohilamiento puede
mejorar la resistencia a tension y su manipulacion quirurgica; sin embargo, obtener andamios
por electrohilamiento de PGS entrecruzado es un reto, debido a que el pPGS por si solo no
es posible electrohilar, debido a su bajo peso molecular [89]. Existen reportes donde el pPGS,
en conjunto con un polimero portador, es mezclado y electrohilado coaxialmente. Por
ejemplo, Sant, en el 2011, utilizaron PCL como polimero portador obteniendo fibras con un
diametro promedio de 2 um [90]. Sin embargo, debido a que el punto de fusion de la PCL es
60°C, la posibilidad de mantener la morfologia fibrosa se ve comprometida después del
entrecruzamiento térmico del pPGS. Adicionalmente, la fraccion soluble del PGS que no es
entrecruzado puede tener un efecto citotdxico si no se elimina por completo del andamio [90]
[91]. Aunado a esto, la transicion de fase de un estado sélido pastoso del pPGS a un estado
de liquido viscoso durante el entrecruzamiento puede afectar a la morfologia final de las
fibras. El pPGS tiene una temperatura de transicion vitrea (Tg) por debajo de la temperatura

ambiente haciendo que el pPGS fluyay las fibras puedan llegar a consolidarse en una pelicula
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no porosa; ademas esta fusion se ve incrementada por las altas temperaturas necesarias para

el entrecruzamiento térmico.

Ravichandran et al, fabricaron nanofibras nucleo coraza mediante electrohilado coaxial, con
pPGS como material del ntcleo y poli (acido lactico) (PLLA) como material de coraza. El
PLLA se elimind con una mezcla de diclorometano/hexano en proporciéon 2/1 v/v para
obtener fibras de PGS. Los resultados mostraron que las proteinas marcadoras cardiacas:
actina, troponina, cadena pesada de miosina y conexina 43 se expresaron mas en las
nanofibras de PGS en comparacion con las nanofibras de PLLA[92]. Sin embargo, este
procedimiento tiene el inconveniente de bajas tasas de generacion de fibras, y la dificultad
de producir andamios con grandes espesores. Existen otros reportes donde utilizan gelatina
como polimero portador, pero se requieren métodos de entrecruzamiento, en los cuales se
utiliza glutaraldehido [93] o radiacion UV [94]. Esto puede modificar la estructura y las
propiedades del PGS, desencadenando inflamacién cuando éste sea implantado [94-96].
Estas técnicas mezclan el pPGS con un polimero portador que forme facilmente fibras. Sin
embargo, si el polimero portador no se elimina o si el pPGS se entrecruza, las propiedades
fisicoquimicas del andamio seran sustancialmente del PGS entrecruzado. Por lo que el reto
es desarrollar un método simple y de bajo costo para para poder fabricar andamios de PGS
entrecruzado, con estructura nanofibrosa, utilizando para esto la técnica de electrohilamiento.
Ademés, el PSG debe estar entrecruzado, sin el uso de entrecruzantes toxicos y, no se deben

utilizar disolventes organicos fuertes para eliminar el polimero portador.

1.8.2 Lixiviacion de particulas

La técnica consiste en realizar una disolucion polimérica, en la cual se dispersan particulas
tamizadas (por ejemplo, sal), que son solubles en un disolvente. Posteriormente, la solucion
se coloca en un molde y el disolvente es extraido con ayuda de vacio. Las particulas son
disueltas sin disolver el polimero, obteniendo asi un so6lido poroso que es el andamio;
finalmente, el andamio es secado a vacio. La lixiviacion de particulas es un método atractivo
para crear andamios porosos debido a su simplicidad. Estos métodos se han aplicado con

éxito para fabricar andamios con poros interconectados bien definidos utilizando polimeros
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termoplasticos, como la poli(lactico-co-glicélico)(PLG) [71] y PCL/PLGA [97]. En esta
técnica, la porosidad y el tamafio de poro de los andamios de PGS puede ser controlado
modificando la cantidad y tamafo de particulas de NaCl, mejorando de esta manera la
viabilidad celular en comparacion de peliculas densas de PGS [60, 65]. La temperatura y

tiempo de curado también son parametros que influyen en la morfologia de los andamios de

PGS [98].

Por otro lado, el médulo eléstico del andamio disminuye linealmente con el incremento de la
cantidad de pordgeno utilizado para la fabricacion de los andamios. La relacion entre el
numero y el tamaio de las particulas, es igual a la relacion de area superficial vs volumen del

andamio [99].

1.8.3 Solidificacion/liofilizacion

La liofilizacion es conocida como un proceso que se basa en la congelacion de un producto
con fines de conservacion. El producto congelado se pasa a una cdmara de vacio donde se
produce una extraccion del agua, esto para eliminar los agentes que descomponen el
producto; este procedimiento se realiza generalmente con emulsiones. Primero se obtiene
una emulsion a partir de una solucion polimérica. Posteriormente, esta mezcla es colocada
en un molde y se solidifica mediante el decremento de la temperatura; en ocasiones el proceso
de solidificacion de la suspension se realiza sumergiendo el molde en nitrogeno liquido.
Finalmente, se realiza el proceso de liofilizacion, el cual consiste en extraer la fase
dispersante, que comunmente es una fase acuosa, y el disolvente de la solucion polimérica,
mediante sublimacion. Con esta técnica se pueden obtener andamios hasta con el 90% de
porosidad, con poros interconectados y con tamafios de poro de 15 a 35 um. Se han reportado
la fabricacion de andamios de PGS en combinacién con un biopolimero como el poli (4cido
L-lactico) (PLLA) que de soporte estructural al PGS mediante la técnica de liofilizacion. Lo
que permitid un enfoque versatil de fabricacion de andamios basados en PGS con poros

grandes e interconectados para la ingenieria tisular [87].
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1.9 Modificacion superficial del PGS

El PGS ha mostrado buena biocompatibilidad debido a sus grupos OH [63]. Sin embargo, el
incremento del grado de entrecruzamiento necesario para la fabricacion de andamios,
disminuyen estos grupos funcionales, lo que promueve una baja adhesion celular. Debido a
esto, los andamios de PGS deben ser modificados para promover un balance entre la
biocompatibilidad y sus propiedades mecanicas. Asi, se han empleado varias técnicas de
modificacion de superficie para mejorar las propiedades de superficie de los andamios PGS,
como la inmovilizaciéon con un agente bioactivo o secuencias de péptidos [100], el
recubrimiento con macromoléculas de ECM [101], la copolimerizacion con polimeros
hidrofilicos [59], hidrdlisis alcalina y el tratamiento de acidificacion de los andamios de PGS
mejoran la interaccion homogénea de péptidos con las superficies de los materiales en base

a PGS [98].

1.9.1 Modificacion superficial por plasma con monémero bioactivos.

Un plasma es un gas compuesto de un numero casi igual de iones positivos y negativos. La
ionizacion de los atomos se inicia por las continuas colisiones entre los atomos que
eventualmente desprenden electrones, los cuales también participan activamente en las
siguientes colisiones incrementando asi el nimero de iones y electrones en el gas de inicio
[102]. El tratamiento con plasma tiene un enfoque econdémico que no solo aumenta la
hidrofilicidad superficial y la rugosidad de un polimero tratado, sino que genera grupos
funcionales adicionales como: aminas, carbonilos, hidroxilos y grupos carboxilo que mejoran
la interaccion entre moléculas poliméricas y los sistemas biologicos. Entre las principales
ventajas de la técnica de polimerizacion por plasma es que se puede modificar la superficie
de casi cualquier material [103]. Se ha reportado que el tratamiento con plasma de aire de
andamios de PGS promueve la infiltraciéon de condrocitos humanos [104], asi como la
proliferacion osteogénesis y diferenciacion de rBMSCs [65].-Este tipo de tratamientos mejora
la biocompatibilidad de los biomateriales sin sufrir cambios en sus propiedades de masa y

volumen.
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La promocion de la adhesion y proliferacion celular de la superficie también se puede lograr
injertando en el andamio, mediante la polimerizaciéon por plasma, un mondémero que
produzca una superficie bioactiva, sin el riesgo de contaminacion con reactivos cataliticos
que puedan causar un aumento en la respuesta de inflamacion y degeneracion [105]. En la
polimerizacion por plasma, las continuas reacciones son llevadas a cabo mediante un campo
eléctrico que promueve una colisién continua entre mondmeros, los cuales se van uniendo
poco a poco, acelerados por un potencial eléctrico, donde participan los mondmeros de
partida y en los siguientes pasos generando productos como oligdmeros y polimeros con

diferente peso molecular.

En la familia de los polipirroles, los sintetizados por plasma son complejas estructuras de red
de aminas -NH- originadas por colisiones de las moléculas de pirrol con particulas del
plasma. Como efecto de las colisiones, los anillos de pirrol se deshidrogenan parcialmente
formando fragmentos y/o radicales que para neutralizarse forman enlaces dobles y/o
estructuras entrecruzadas dando lugar a una infinidad de estructuras entrecruzadas (Ver
Figura 1.7). El polipirrol (PPy) altamente entrecruzado en el plasma pierde todos los 4&tomos
de hidrogeno, convirtiéndose, en casos extremos, en redes de esqueletos de pirrol (anillos -
N-C=C-C=C-). Esta configuracion puede generar nanoestructuras esféricas basadas en

atomos de C y N [106].
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Figura 1. 7 Porcentaje de entrecruzamiento de derivados de PPy bajo la accidn del plasma a)
mondmero de pirrol b) X=33% c) X=40% d) X=70%

La Figura 1.8 muestra el destello de luz caracteristico del plasma.

Figura 1.8 Reactor de plasma (proceso de activacion de la superficie); el color azul indica la
ionizacion del gas presente.
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Por otro lado, el mecanismo de conduccion eléctrica del PPy-I es similar al PPy dopado via
quimica y electroquimicamente. La forma conductora de PPy implica la oxidacion del
polimero; asi, cargas positivas aparecen en la estructura como resultado de la oxidacion de
la cadena y estas cargas positivas son compensadas por la incorporacion de aniones yoduro
para mantener la electroneutralidad [107]. El transporte de cargas eléctricas en el PPy es
debido a la estructura electronica conjugada de anillos de pirrol, que dispuestos en unidades

consecutivas producen cadenas largas con segmentos electronicos conjugados.

El polipirrol yodo (PPy-I) sintetizado por plasma, ha demostrado favorecer la interaccion
celular [108], 1a cual ha sido asociada con la diversidad quimica de su superficie, que confiere
adherencia y estimulacion celular debido a sus grupos N-H, entre otros, generados durante la
sintesis [19, 109, 110]. En congruencia con estos hallazgos, Mejia, L. ef al [111] y Olayo et
al [105], encontraron que la administracion de mesoparticulas de PPy-I en ratas con lesion
de la médula espinal, promovi6 la recuperacion motora en combinacion con fisioterapia; el
PPy-I se integro exitosamente en el tejido nervioso, sin mostrar una respuesta inflamatoria
severa. Ambos resultados, demostraron ser favorables in vivo. Sin embargo, materiales
compuestos exclusivamente de PPy-I no son aceptados como biomateriales; lo anterior se
debe a que tiene baja solubilidad, lo que hace dificil su procesamiento en estructuras

complejas tridimensionales, por su fragilidad y biodegradabilidad [112, 113].

Para superar estas limitaciones, se ha utilizado PPy-I como injerto en otros polimeros
utilizando plasma, por ejemplo, la polivinilpirrolidona (PVP) para el crecimiento de células
de piel [114]; andamios de poli(acido lactico) hidroxapatita (PLA/HA) para crecimiento de
osteoblastos [115]; andamios de policaprolactona PCL para el soporte de fibroblastos [116];
andamios de PCL/PLA para células de cartilago auricular [110], etc. Estos estudios muestran
que las superficies modificadas con PPy-I, en comparacion de los andamios no modificados,

originan una excelente formacion de tejido y mayor viabilidad celular.
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La Figura 1.9 muestra la estructura del PPy-I (polipirrol dopado con yodo) sintetizado por
plasma, propuesta por Serraros et al [19]. Cruz et al. en el 2010, report6 dos representaciones
de particulas esféricas derivadas del PPy sintetizado por plasma [106]. Los autores revelan
que el crecimiento del PPy en forma de esfera, se da como resultado de la union de esqueletos
en forma de hexagonos de pirrol. Los anillos de pirrol producen superficies curvas a medida
que se agregan mas anillos a la red; el proceso continia hasta que la superficie forma una

esfera.

——NH, —OH — —cCc=

Figura 1. 9 Estructura propuesta por Serratos et a/; (a) PPy (X puede tomar cualquier forma
de grupos propuesta).

El (PPy) es un polimero intrinsecamente conductor utilizado en aplicaciones biomédicas. La
sintesis de materiales poliméricos derivados del pirrol, sobre materiales biocompatibles, se
ha realizado con frecuencia mediante métodos quimicos oxidativos o electroquimicos [117].
Sin embargo, los polimeros obtenidos de esta manera modifican sustancialmente las
propiedades mecanicas volviéndolas estructuras rigidas; ademas, deben purificarse mas

cuidadosamente antes de aplicarlos a sistemas vivos, ya que las impurezas y la contaminacién
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con disolventes atrapados y residuos de catalizadores entre las cadenas pueden tener efectos

adversos, como un aumento en la respuesta de la inflamacion y en la degeneracion del tejido.

A diferencia de la sintesis quimica y electroquimica, la sintesis con plasma tiene la principal
ventaja de modificar la superficie sin alterar sustancialmente sus propiedades de masa y
volumen. Por otro lado, se ha demostrado que las hDPSC podian adherirse a sustratos
modificados con PPy, que presentan caracteristicas conductoras eléctricas con una tasa de
proliferacion comparable a las del control positivo[118]. Ademas, las resistencias mas bajas
de las peliculas de PPy dieron como resultado un mayor nivel de mineralizacion de hDPSC,
que estaban de acuerdo con estudios con rBMSC, lo que sugiere que la osteodiferenciacion

de las hDPSC puede mejorarse mediante la conductividad de los andamios a base de PPy

[118, 119].
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1.10 Planteamiento del problema

Millones de pacientes en todo el mundo tienen defectos 6seos como resultado de traumas,
anomalias congénitas, enfermedades deformantes, infecciones o resecciones de tumores. La
frecuencia de estas condiciones esté ligada al crecimiento continuo de la poblacion mundial,

particularmente debido al aumento de la esperanza de vida [120].

En el campo de la regeneracion ésea, los tratamientos clinicos actuales han generado
resultados pobres relacionados principalmente con la limitada disponibilidad de hueso
autdlogo, asi como también el riesgo de transmision de enfermedades y de rechazo que
producen los aloinjertos y xenoinjertos 6seos. Por otra parte, metales como el hierro, cobalto
y titanio pueden ser implantados de manera permanente en el hueso para llenar los defectos
y brindar fijacion interna; sin embargo, la fatiga, corrosion, infeccion de los tejidos y la pobre
interface tejido/implante que se genera produce complicaciones haciendo necesaria su

remocion [121].

La ingenieria del tejido 6seo (ITO) ha surgido como un enfoque muy prometedor para
desarrollar sustitutos 0seos biologicamente activos para restaurar, mantener y mejorar el
tejido oOseo. Esta ciencia involucra el disefio, construccion, modificacion, reparacion y
regeneracion de los tejidos vivos utilizando biomateriales, células y factores de crecimiento.
En los ultimos afios, la ITO se ha convertido en una estrategia terapéutica de regeneracion
tisular minimamente invasiva, consiste en aislar células obtenidas de pequefias biopsias de
los pacientes y hacerlas crecer sobre constructos tridimensionales in vifro para luego

implantarlas a la zona deseada y asi dirigir la formacion del nuevo tejido [4].

El desafio estd en desarrollar un andamio polimérico basado en el poli(glicerol sebacato),
modificando su superficie con incorporacion de particulas provenientes del pirrol mediante
modificacion por plasma, que pueda brindar la arquitectura, que no sea toxico y que brinde
condiciones necesarias para el crecimiento de células troncales de pulpa dental, todo esto con

el entendimiento del efecto que tiene el tiempo de modificacion en el plasma en el andamio.
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1.11 Justificacion

Estudios estiman que el mercado global de los biomateriales poliméricos represent6 cifras en
torno a 89.7 billones de dodlares en 2018, frente a los 44 billones del ano 2012 [122]. La
industria de los biomateriales poliméricos sera en un futuro proximo un mercado potencial
debido, entre otros motivos, al progresivo envejecimiento de la poblacion con pacientes en
edad avanzada con necesidades de reemplazos de tejidos dafiados. En las areas de la
ortopedia, traumatologia, odontologia, cirugia plastica y maxilofacial, son frecuentes los
problemas en el sistema esquelético, en los que se involucra la pérdida del tejido ocasionado
por enfermedades cronicas degenerativas, traumas, tumores, envejecimiento, pacientes
edéntulos, deformidades 6seas congénitas, entre otras, razoén por la cual las naciones unidas
en la década del 2000 al 2010 la denominé “La década de los huesos y las articulaciones”,
esto con el proposito de generar conciencia del impacto que desencadenan los problemas

Oseos en la salud humana y promover la investigacion y desarrollo tecnologico en esta area.

En México se esta trabajando en el aislamiento de células troncales con el propdsito de crear
protocolos de diferenciacion para la obtencion de células especializadas, asi como técnicas
estandarizadas para la extraccion y cultivo de las mismas. Por esto surge la necesidad de
implementar estrategias terapéuticas para el manejo de lesiones a nivel del tejido 6seo. Una
alternativa que se ha planteado desde afios atras es la ingenieria de tejidos, cuyo principio
basico es emplear constructos tridimensionales de biomateriales naturales o sintéticos,
células madre o células ya diferenciadas y factores de crecimiento, con el objetivo de crear

un tejido nuevo in vitro para ser posteriormente implantado en el sitio de la lesion [123].

Estudios han mostrado que la modificacion de las superficies de andamios con PPy-I favorece
la viabilidad celular y la formacion de tejido en comparacion con los andamios no tratados.
Sin embargo, en estos estudios, solo se evaluo un tiempo de exposicion de los andamios al
plasma. Por tanto, no se conoce la influencia que tiene el tiempo de exposicion en la variacién
de grupos funcionales sobre la viabilidad celular de hDPSCs. Por lo tanto, se propone estudiar

el efecto del tiempo de exposicion se cumplié con éxito, demostrando la correlacion entre el
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tiempo de exposicion al tratamiento con plasma en las propiedades fisicoquimicas y en las

propiedades bioldgicas de los andamios PGS tratados.
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

Glicerol (pureza> 99.5%), acido sebécico (pureza> 98.5%), etanol absoluto (EtOH) (grado
AR, 99.9%), pirrol (pureza> 99.5%), yodo (pureza> 99.5), y cloruro de sodio (NaCl, se
utilizé como pordgeno) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (EE. UU). El NaCl se tamizo6 hasta
obtener particulas con didmetros en el intervalo de 105 pum a 180 um. Los reactivos medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), Suero Fetal Bovino (SFB), Buffer Fosfato Salino
(PBS), Paraformaldehido (PFA), Fluoromont, CellTiter blue, tripsina, penicilina,
estreptomicina, tripsina y anticuerpos para cultivo celular se obtuvieron de Invitrogen (EE.

UL).

2.2 Sintesis del andamio

2.2.1 Sintesis del pPGS

El pPGS se sintetizo a partir de reacciones de policondensacion con una relacion equimolar
de glicerol y acido sebécico en un matraz de tres bocas con agitacion magnética, bajo
atmosfera de nitrogeno, a 140°C durante 16 h [60, 61, 104, 124]. El producto de la reaccion,
se postcurd a 140°C bajo una presion de 75 mmHg durante 12 h. EI pPGS resultante, se

mostré como un liquido viscoso que se almacend en un desecador.

2.2.2 Preparacion de andamios PGS

Los andamios se fabricaron mediante la técnica de lixiviado de particulas de NaCl con
didmetros entre 105 um -180 pum. Las particulas de NaCl y el pPGS, en relaciones de peso
80/20 70/30 y 60/40, se mezclaron vigorosamente usando un agitador mecanico. La mezclas
resultantes se depositaron en moldes redondos de teflon de 1 mm de espesor y se calentaron
a 150°C bajo una presion de 150 mmHg durante 12 h, con el fin de entrecruzar el pPGS para
formar el PGS [60]. Las particulas de NaCl y residuos quimicos fueron extraidos con etanol
absoluto durante 6 h, etanol/agua al 70% (v/v) el primer dia y al 30 % (v/v) el segundo dia,

para finalizar con un lavado con agua desionizada al tercer dia con cambio completo de agua
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cada 6 h. Para eliminar el contenido de agua, los andamios se congelaron a -20 °C y fueron

liofilizados durante 48 h.

2.3 Caracterizacion fisicoquimica de los andamios de PGS fabricados por lixiviado
2.3.1 Analisis elemental mediante la energia de rayos X dispersivos (EDX)

La composiciéon quimica elemental de los andamios 80/20, 70/30 y 60/40 se analizd por
medio de un microanalisis dispersion de energia de rayos X dispersivo de energia (EDX),
utilizando un espectrometro de dispersion de energia (EDS) Oxford Instruments, INCA
Energy 200 acoplado a un microscopio electronico de barrido JEOL JSM 6360LV. Se
realizaron tres mediciones en diferentes zonas para determinar la composicion elemental de

Nay Cl de los andamios.

2.3.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Los andamios fabricados a diferentes relaciones de NaCl y pPGS 80/20 70/30 y 60/40 se
caracterizaron utilizando FTIR en modo Reflectancia Total Atenuada (ATR), usando un
cristal de ZnSe en un equipo Nicolet 8700 FTIR (Thermo Fisher Scientific Inc., EE. UU.);
se us6 un promedio de 100 barridos, con una resolucion de 4 cm™ en un intervalo de niimero

de onda entre 4000 cm™ y 650 cm™!.

2.2.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Los cambios morfologicos en los andamios se determinaron por SEM utilizando un
microscopio JEOL 6360LV. Las muestras se montaron sobre portamuestras con cinta de
aluminio y se recubrieron con oro para su analisis. Se utiliz6 un aumento de 50 X y un voltaje

de aceleracion de 20 kV. Se uso6 el software ImageJ para obtener el tamano promedio de poro.

2.2.4 Determinacion del porcentaje de Porosidad

La masa y el volumen (V) de los andamios completamente secos y cortados en barras se
determinaron antes de la inmersion en agua, y después de la inmersion con agua destilada
(Cuando no se observd mas aumento de peso). La porosidad de los andamios de PGS

generados se determin6 mediante la ecuacion [104].
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. me — Mg
Porosidad = ———x 100
pVv

Donde p= densidad del agua a 25 °C.
m,= la masa total después de la inmersion en agua.

m.= la masa antes de la inmersion en agua

2.2.5 Porcentaje de hinchamiento y densidad de entrecruzamiento

Los andamios de PGS, fabricadas con relaciones de NaCl 80/20, 70/30 y 60/40, inicialmente
fueron pesados para obtener la masa inicial (m;) y posteriormente las muestras fueron
sumergidas en tetrahidrofurano (THF) durante 24 horas. El THF fue elegido debido a que el
porcentaje de hinchamiento es utilizado posteriormente para determinar la densidad de
entrecruzamiento, y en la literatura ya se encuentra reportado un parametro de interaccion
para el sistema PGS-THF. Después de las 24 horas, las muestras fueron retiradas y pesadas
nuevamente (mg). Todas las mediciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente en
recipientes cerrados para evitar la evaporacion del disolvente durante el proceso. La

determinacion del porcentaje de hinchamiento se obtuvo mediante la ecuacion:
. . mg — mj
% hinchamiento = (—) x 100
m;

El contenido de fraccion soluble (pPGS que no se entrecruza) y el contenido de fraccion
insoluble (red entrecruzada) fueron igualmente determinados en la muestra. Para esto, las
muestras fueron secadas en una estufa a 100 °C y vacio durante dos dias; al retirarlas fueron
pesadas nuevamente para obtener el contenido de la fraccion insoluble my. El porcentaje de

contenido de fraccion soluble en la muestra se determind mediante la siguiente ecuacion:

m; — my¢

%solz( >x100

m;

La densidad de entrecruzamiento fue determinada por la teoria de hinchamiento de Flory-

Rehner. La teoria de Flory-Rehner involucra las mediciones ya mencionadas de
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hinchamiento y las relaciona con el nimero de cadenas activas en la red entrecruzada por

unidad de volumen segln las ecuaciones:

—[in(1 = V;) + Vy + X, V5]
.V
vi|v, 3 -2

z [ ( SIII i) (pz)] 1
i 1
Doénde:

n=Numero de segmentos de cadenas activos en la red

V,= Fraccién volumétrica del polimero en la masa hinchada

V;= Volumen molar del disolvente

X;= Parametro de interaccion polimero-disolvente = 0.42 (chen et a/ [69], 2008)
p1= Densidad del polimero

p,= Densidad del disolvente

mg= Masa con disolvente

m;= Masa inicial

2.2.6 Area superficial especifica mediante la técnica Brunauer, Emmett y Teller (BET)
El método BET se basa en el calculo del nimero de moléculas de adsorbato, en este caso de
nitrogeno, adsorbidas en monocapa, es decir, el nimero de moléculas necesario para cubrir
la pared del solido con una capa tnica. Al ponerse en contacto un gas con la superficie de un
solido se produce un equilibrio entre las moléculas adsorbidas y las moléculas en fase
gaseosa, que depende de la presion del gas y de la temperatura. Los valores de la relacion
entre las moléculas adsorbidas y la presion, a temperatura constante, se puede obtener en una
isoterma de adsorcion. Estas isotermas informan directamente el volumen adsorbido a una

determinada presion y permiten también calcular el area superficial del sé6lido, el tamafo de
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poro y su distribucion, los calores de adsorcion, etc. Los andamios PGS 80/20 se
desgasificaron a una temperatura de 110°C durante 4 h a una presion de 50 mm Hg. La
medida de adsorcion de N se realizo en un analizador Micrometrics ASAP 2010 a 77 K, con
una presion relativa de 0.01 a 0.99 durante 24 h. La distribucion de poros y el area superficial

se determinaron utilizando el método DFT (teoria de densidad de desorcion).

2.2.7 Analisis termogravimétrico (TGA) del pPGS y PGS.

Con el fin de comparar la estabilidad térmica del pPGS y del andamio PGS 80/20 se realiz6
un analisis termogravimétrico. Las muestras se calentaron desde 50 °C hasta 650 °C con una
rampa de calentamiento de 10 °C/min, bajo atmosfera de nitrégeno. La temperatura maxima
de descomposicion (Td) se reportd como el pico después de obtener la primera derivada de

la curva de la masa vs temperatura.

2.2.8 Ensayos mecanicos a tension de los andamios PGS 80/20, 70/30 y 60/40.

Las pruebas a tension se llevaron a cabo en una maquina de pruebas universales Shimadzu
(modelo Autograph AGS-X) utilizando una velocidad de cabezal de 10 mm min! y una
separacion de las mordazas de 40 mm. Las dimensiones de las muestras fueron 70 mm
(longitud), 5 mm (ancho) y 1 mm (espesor). Los andamios fueron acondicionadas en agua
destilada a 37 °C durante 24 horas. El mddulo de Young se calcul6 a partir de la pendiente

de la curva esfuerzo vs deformacion entre 0.0 y 0.2 de la deformacién unitaria (e).

2.2.9 Pérdida de masa de los andamios obtenidos a diferentes porcentajes de pPGS y
NaCl

Los andamios obtenidos fueron puestos en envases de polietileno con 10 ml de solucion de
buffer de fosfatos (PBS; pH 7.4) e incubados in vitro a 37 °C durante 4, 8, 12 y 17 dias. La
disolucion fue cambiada cada tercer dia para mantener el pH de la solucidn; las muestras que
se iban retirando subsecuentemente fueron enjuagadas con agua destilada y secadas en un
horno con vacio a temperatura ambiente por 48 horas. Se calcul6 la pérdida de masa con la

siguiente ecuacion.
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(MO - Mt) X 100
M,

Pérdida de masa (%) =

Donde:
e M, = Masa inicial del andamio antes de someterse al proceso de pérdida de masa.

e M, = Masa residual del andamio después del proceso de pérdida de masa.

2.3 Tratamiento superficial de los andamios PGS con PPy-I

Para los tratamientos se utilizo un reactor de plasma acoplado a una fuente de alimentacion
de radiofrecuencia de 13.56 Hz (Advance Energy, EE. UU.). Los andamios de PGS se
seccionaron en rectangulos de 7 cm x 1 cm x 1 cm de espesor. El mondémero de pirrol y el
yodo se colocaron en contenedores sellados conectados al reactor en diferentes puntos de
acceso. La superficie del andamio se activd durante 30 segundos utilizando una potencia de
35 W y una distancia de 10 cm entre los electrodos. Las vélvulas de acceso del pirrol y del
yodo se abrieron a diferentes presiones: el pirrol a 5x102 Torr y el yodo a 8x107 Torr,
regulando la presion final a 9 x1072 Torr. Los tiempos de tratamiento fueron de 6, 12, 18, 24
y 30 minutos. Del mismo modo, se sintetizaron particulas de PPy-1 y PPy en el reactor sobre

a 35 W y un tiempo de 30 minutos para realizar pruebas de FTIR, XPS y Uv visible.

2.4 Caracterizacion fisicoquimica del andamio de PGS tratado con PPy-I

2.4.1 Analisis elemental mediante la energia de rayos X dispersivos (EDX)

El analisis elemental EDX se realizo utilizando las mismas condiciones de la seccion 2.3.1.
Esto con el fin de determinar la composicion elemental de las particulas PPy-I depositadas

en la superficie del andamio.

2.4.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) de las particulas
PPy-I.

Las particulas de PPy y PPy-I se mezclaron con KBr y se caracterizaron utilizando FTIR, en
un equipo Nicolet 8700 FTIR (Thermo Fisher Scientific Inc., EE. UU.). Se usé un promedio

de 100 barridos, con una resolucion de 4 cm™ en un intervalo de nimero de onda entre 4000
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cm™ y 450 cm™. Lo anterior fue con el fin de identificar las bandas asociadas al polipirrol

PPy y el enlace carbono-yodo. Los espectros se normalizaron al pico méximo de intensidad.

2.4.3 Espectroscopia UV visible de las particulas PPy-I
Las transiciones electronicas de las particulas PPy-I se determinaron por espectroscopia UU-

Vis utilizando un espectrometro Shimadzu modelo UV-2401 en un intervalo de longitudes

de onda de 200-800 nm.

2.4.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Los cambios morfologicos de los andamios tratados con PPy-I fueron monitoreados
utilizando las mismas condiciones que se utilizaron en los andamios de la seccioén 2.2.3, con
un aumento de 150 X. El tamafio promedio de las particulas de PPy-I y su distribucion de

tamafios se determino utilizando 50 mediciones.

2.4.5 Rugosidad con microscopia de fuerza atomica (AFM)

La rugosidad de los andamios se determin6 utilizando un microscopio de fuerza atdmica
(SPM, Ambios Universal, USA) usando un cantiléver de Si-N en modo de no contacto. La
raiz media cuadratica de la rugosidad (por sus siglas en inglés, RMS) fue determinada usando

el programa WSxM v5.0 develop 8.1 de Nanotec.

2.4.6 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)
Los espectros FTIR de los andamios tratados con PPy-I en el plasma se obtuvieron mediante
la técnica de reflectancia atenuada ATR utilizando las mismas condiciones de la seccion

2.2.2.

2.4.7 Espectroscopia Raman

Los espectros Raman de los andamios tratados con PPy-I se llevaron a cabo con una linea de
633 nm de un laser de He-Ne como fuente de excitacion. Los espectros Raman se suavizaron
con una ventana de 50 puntos con el método Savitzky Golay y una funcioén polinomial de

cuarto orden y se normalizaron tomando el méximo pico de intensidad a 1598 cm™.

44



2.4.8 Espectroscopia Fotoelectronica de rayos X (XPS)

El analisis de la composicion elemental mediante XPS se llevo a cabo a los andamios antes
y después del tratamiento utilizando un equipo ESCA/SAM modelo 560 (Thermo Fisher),
equipado con un analizador de espejo cilindrico de doble paso. Antes de los analisis las
muestras fueron erosionadas 15 segundos con un haz de iones de argdén acelerados a 3 kV,
una presion de vacio de 2x10 mbar y una potencia de 30 W, el cual incide en un area ovalada
de 40 micras. Posteriormente las muestras fueron excitadas con una fuente monocromatica
de rayos X con una radiacion de AlKa y energia de 1486.6 eV y un angulo de analisis de 30°.
Los espectros XPS fueron obtenidos en dos condiciones: espectro de reconocimiento (0-
1350V) con energia de paso de 1 eV y el modo de barrido (Scan) con 0.1 eV/paso, energia
de paso de 50 eV. Los espectros en modo Scan se deconvolucionaron mediante el software
Aanalizer utilizando funciones de Voigt, con valores de Lorentziano de 0.35 y 0.25 para las

sefiales Cls y N1s respectivamente y linea base con el método de Shirley-Sherwood.

2.4.9 Mediciones de Angulo de contacto

Las medidas se realizaron en la superficie de las peliculas de PGS tratadas para evitar el
efecto de capilaridad causado por los poros de los andamios. Las peliculas fueron sintetizadas
y sometidas a las mismas condiciones de los andamios tratados. El dngulo de contacto se
determino entre el angulo de la superficie de la muestra y la tangente a la superficie de la
gota de agua destilada, utilizando un gonidometro Optico (ramé-hart Instrument co.) y una

microjeringa (Hamilton, Inc., EE. UU.) de 5 pl con el software Dropet.

2.5 Caracterizacion mecanica de los andamios tratados con plasma de PPy-1

2.5.1 Pruebas mecanicas a tension

Las pruebas a tension a los andamios de PGS 80/20 tratados a 6, 12, 18, 24 y 30 min en el
plasma de PPy-I se realizaron utilizando las mismas condiciones de la seccion 2.2.8. El
modulo de Young (E) también se calcul6 a partir de la pendiente de la grafica entre 0.0 y 0.2

de la deformacion (g).
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2.6 Caracterizacion biologica del andamio

2.6.1 Células troncales de Pulpa dental (hDPSCs).

La obtencion de las hDPSCs es un proceso que involucro tres etapas: el manejo del paciente
en la clinica de odontologia de la facultad de odontologia de la Universidad Autonoma de
Yucatan (UADY); el corte del diente en el laboratorio bajo condiciones estériles y; el cultivo
de la pulpa dental para la obtencion de las células por explante. El proyecto cuenta con el
aval del comité de bioética de la UADY (niimero de proyecto: CIE 06-2017). Brevemente,
se obtuvieron cuatro terceros molares de pacientes masculinos de 18-25 afos de edad,
quienes después de escuchar sobre el proyecto decidieron participar y firmaron la carta de
consentimiento informado. Los terceros molares fueron extraidos de la cavidad bucal por
cirujanos dentistas certificados; posteriormente las piezas dentales se lavaron con PBS y se
realizé un corte alrededor de la unidon cemento y esmalte utilizando un cortador de fresado
dental de diamante de 40 mm de didmetro. Una vez expuesta la cadmara pulpar, ésta se
removio6 con un tiranervio (Dentsply Maillefer) nimero 20. En condiciones estériles, la pulpa
se disgrego en fragmentos pequefios con ayuda de un bisturi nimero 3 y hoja numero 15; los
fragmentos de aproximadamente 2 mm de diametro se colocaron en una caja de cultivo de 6
pozos conteniendo 1 ml de DMEM, y se mantuvieron por 14 dias en una incubadora a 37°C
y 5% CO2 con 90% de humedad. Transcurrido este tiempo, las c€lulas liberadas del explante
se tripsinizaron con una solucion de Tripsina-EDTA al 0.25% y se centrifugaron a 1200 rpm
durante 10 minutos a 4°C para formar el boton celular. Las células obtenidas se sembraron
en botellas de cultivo de 25 cm?, conteniendo DMEM suplementado con 10% de SFB y 1%
penicilina (100 mg/mL) y estreptomicina (100mg/mL) y, se incubaron a 37°C y 5% de CO»,
con 90 % humedad, con cambio de medio de cultivo cada tercer dia hasta alcanzar el 80% de
confluencia. Después de la confluencia, las células se tripsinizaron sucesivamente hasta

alcanzar el pasaje 5, con el cual se realizo la caracterizacion celular en presencia de andamios.

2.6.2 Caracterizacion de la poblacion hDPSCs por citometria de flujo
Para confirmar el fenotipo troncal del pasaje 5, cultivos celulares de hDPSC se tripsinizaron
y se contaron en una camara Neubauer por tincidon con azul de tripano. Dos alicuotas con

1x10° células se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4 % durante 30 minutos a 4°C.
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Posteriormente, las células se centrifugaron a 1200 rpm por 10 minutos a 4°C, para obtener
el boton celular. El botdn celular de cada alicuota se resuspendi6 en 570 ul de PBS estéril
en tubos Trucon (BD Biosciences) y 2.5 ul de anticuerpos CD90-FITC, CD105-PE-CyS5,
CD73-APC fueron inmediatamente adicionados a la primera alicuota, mientras que la
segunda alicuota se incubd con 2.5 pl de anticuerpos CD34-PE y CD45-FITC. La suspension
celular con los anticuerpos incorporados se agité en un ThermoMixer a 950 rpmy 22 ° Cy,
se incubo durante dos horas en la oscuridad total. Finalmente, la presencia de los receptores
de superficie se cuantifico en un citdometro de flujo (HERMLE Labortechnik Gmbh)
mediante la recopilacion de 10,000 eventos. Los datos se analizaron utilizando el software

Cell Quest (Becton Dickinson).

2.6.3 Esterilizacion de muestras

Los andamios cortados en forma de cilindros, con un didmetro de 6 mm de diametro, se
purificaron con una solucidn de cloruro de metileno y etanol 1:1 (v/v); posteriormente fueron
sometidos a un segundo lavado con soluciones seriadas de etanol en agua destilada de 70%,
50% y 30% y secadas a vacio. Lo anterior fue con el fin de eliminar cualquier residuo de
PPy-I no adherido al material. Finalmente, los andamios fueron esterilizados con radiacion

UV durante 30 minutos por cada lado.

2.6.4 Viabilidad celular de los andamios de PGS tratados por contacto directo

Cilindros de cada tipo de andamio se colocaron (n=3) en una placa de 96 pozos (Corning
Costar); posteriormente se sembraron 5 x 10° células en cada pocillo sobre cada andamio
contenidas en 100 pl de DMEM suplementado con 10% SFB y 1 % penicilina-
estreptomicina. A los dias 1, 3 y 5, se retird6 el DMEM, y se lavaron las células con PBS al
1% antibiodtico-antimicotico. Se afiadieron 100 ul de DMEM fresco, se incubaron durante 4
horas con 20 pl de CellTiter blue Alamar Blue (AB) en una incubadora a 37 °C y 5 % CO»,
con 90% de humedad. A cada tiempo, se transfirieron 100 pl del sobrenadante de cada pocillo
a una nueva placa de 96 pocillos para realizar las mediciones de absorbancia a 570 nm en un

lector multimodal Cytation 3 (BioTek).
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2.6.5 Morfologia celular

La morfologia celular de hDPSCs se analizé mediante SEM. Después de 24 h de incubacion,
los andamios se lavaron con PBS y se fijaron con solucion de glutaraldehido al 2.5% en PBS
durante 24 h. Las muestras se remojaron con Hexametildisiloxano en proporciones de 1:2,

1:1 y 1:0 con etanol absoluto a 4°C durante 10 minutos y se secaron a 25°C

2.6.6 Evaluacion de citotoxicidad por contacto indirecto

La preparacion de los extractos, se basd en la norma ISO 10993-12 para materiales con
espesores < 1 mm [125]. Brevemente, se cortaron andamios sin tratamiento y tratados con
PPy y PPy-I en forma de cilindros de 1 mm de espesor. Se utiliz6 una relacion entre el area
de superficie y el volumen del extractante de 3 cm?/ml; los andamios fueron mantenidos con
DMEM suplementado con 10% SFB y 1% penicilina-estreptomicina durante 24 h; posterior
a este tiempo, DMEM (extractante) fue separado y colocado en tubos eppendorf de 1.5 mL

para su posterior uso en los ensayos.

Para la evaluaciéon de citotoxicidad Alicuotas de 1 x 10* células se colocaron sobre
cubreobjetos redondos previamente depositados en placas de 24 pozos y se incubaron en
presencia de 300 pul de los extractos acuosos (sin diluir) de los andamios tratados. El cultivo
fue puesto en contacto con los extractos por 24 h. Posteriormente, las células se lavaron con
PBS y se llevo a cabo la determinacion de la citotoxicidad mediante el ensayo LIVE/DEAD
para células mamiferas. Para esto, se afiadio a cada pozo una solucion de 4 uM de EthD-1
(etidio) y 3 uM de calceina AM en PBS y se incubd durante 30 minutos a 37°C. Los
cubreobjetos redondos que contienen las células fijadas se colocaron sobre portaobjetos con
2 ul de Fluoromount como medio de montaje y almacenadas a 4°C hasta su observacion. Las
imagenes de florescencia fueron tomadas en un microscopio confocal Olympus Fv1000,
utilizando un laser de alto voltaje con excitacion de 488 nm y 615 nm para EthD-1 y calceina

AM respectivamente.
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2.7 Analisis estadistico

Los datos se expresaron como el promedio con su desviacion estandar. Las pruebas se
realizaron al menos por triplicado (n=3). Para determinar si existe una diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos, se realizd un andlisis de varianza de una via (ANOVA)

mediante la prueba de Tukey. Un valor de p<0.05 fue considerado como significativo.

49



CAPITULO 3
SINTESIS Y OBTENCION DE ANDAMIOS DE PGS

3.1 Apariencia visual del pPGS sintetizado

La policondensacion del glicerol y el acido sebacico forma, en la primera etapa de pre-
polimerizacién, un liquido viscoso que al enfriarse adquiere un aspecto de pasta blanca,
pegajosa, soluble en distintos disolventes organicos como el tetrahidrofurano, diclorometano,
trifluoroetanol y etanol absoluto. El pPGS es el resultado de esterificaciones entre el glicerol
y el acido sebacico formando cadenas con un ligero entrecruzamiento debido a reacciones de

los grupos carboxilo del acido con grupos hidroxilo secundarios del alcohol [62].

3.2 Caracterizacion fisicoquimica de los andamios

3.2.1 Analisis elemental EDS de los andamios PGS generados

Se realizd un andlisis por de rayos X con energia dispersa (EDS) para detectar la presencia
de particulas de NaCl utilizadas como pordégeno en los andamios. El espectro EDS del
andamio 80/20 de NaCl/pPGS se muestra en la Figura 3.1, mientras que los resultados en
porcentaje atdbmico se presentan en la tabla 3.1. Se observa que conforme se incrementa la
concentracion de pordgeno en la fabricacion de los andamios, se incrementan los porcentajes
atomicos de Na y Cl, debido posiblemente, a interacciones fisicas entre el porégeno que
queda atrapado y el pPGS, ocasionando una posible incompleta lixiviacion. Este fenomeno
ha sido observado también para la PCL fabricados Salt leaching [126]. El pico observado en

aproximadamente en 2.1 keV es atribuido al oro utilizado como recubrimiento de la muestra.
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Figura 3.1 EDS de andamios PGS 80/20.

Tabla 3.1 Composicién quimica elemental en % atémico de los andamios

Muestra Composicion quimica Relacion atomica
n=3 C/0
pPGS/NaCl Carbono  Oxigeno Sodio Cloro
20/80 71.7£5.1  26.07+4.2 1.0+£0.8 1.0+.05 2.6
30/70 68.8t1.1  30.7¢1.2 0.4+0.1 0.3+ 0.1 2.2
40/60 67.9£0.5 31.76+0.5 0.2+0.1 0.1+0.1 2.1

3.2.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Como se puede observar en la Figura 3.2, el espectro del acido sebacico presenta un pico

caracteristico en torno a 1700 cm™ correspondiente al enlace -C=0 del 4cido carboxilico,

mientras que el espectro del glicerol presenta una banda ancha entre 3300 cm™ y 3400 cm!

del enlace -OH de los grupos alcohol. Por otro lado, se muestra el espectro FTIR del pPGS

sintetizado a 140°C, donde se observa absorciones a 2930 cm™ y 2855cm™, las cuales

corresponden a enlaces asimétrico y simétricos del grupo metileno, y picos intensos a 1730

cm y 1164cm™ correspondientes al grupo carbonilo C=0 y al grupo C-O respectivamente.

Se observa que la banda en 1687 cm™ del 4cido sebécico caracteristico del carbonilo del

4cido carboxilico se desplaza hacia valores de numero de onda de 1730 cm™ correspondiente
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al grupo carbonilo del éster que se forma como resultado de la reaccidon de prepolimerizacion
que da lugar al pPGS. Ademas, se observd una reduccion de la banda localizada
aproximadamente a 3500 cm™' del pPGS, caracteristico del estiramiento de los enlaces OH
en un ambiente de puente de hidrogeno, lo cual implica que los grupos hidroxilo son
consumidos para formar los grupos éster. Durante el proceso de entrecruzamiento, los grupos
OH remanentes en el glicerol, reaccionan con los grupos carboxilicos que hasta ese momento
no habian reaccionado en el 4cido sebacico por lo que se reducen los picos asociados a la

absorcion de los grupos OH

—A—pPGS c=0
—e—acido sebacico 1740 cm™ |
—m—glicerol |

CH

2

OH

' -1
. 1687 cm

Absorbancia

3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800
-1
Numero de onda (cm)

Figura 3.2 Espectros FTIR monomeros y pPGS,

En la Figura 3.3 se observan los espectros de FTIR de los andamios de PGS a diferentes
concentraciones de pordgeno. En todas las muestras se observa un pico de absorcion amplio
del grupo hidroxilo a 3500 cm™ y absorciones a 2930 cm y 2850cm’, las cuales
corresponden al estiramiento asimétrico y simétrico CH> de los grupos metileno [127].

También se observan dos picos intensos a 1740 cm™ y 1164 cm™ correspondientes a los
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enlaces en estiramiento de los grupos carbonilo C=0 y C-O respectivamente las cuales
confirman la formacion de enlaces éster e indican la sintesis exitosa del PGS [128]. También
se observo un pico localizado en 1040 cm™! caracteristicos del enlace C-OH en flexion fuera

del plano.

1740
1164

—¥— PGS 60/20
—A— PGS 70/30 e y
—e— PGS 80/20

Absorbancia

36I00 | 32I00 | 28I00 | 24I00 | 20I00 | 16I00 | 12I00 |
Numero de onda (cm™)

Figura 3.3 Andamios PGS 80/20, 70/30 y 60/40.

3.2.3 Microscopia electronica de Barrido (MEB), porosidad, y tamafio de poro
promedio.

En la Figura 3.4 a-c se muestran las estructuras de los andamios de PGS obtenidos con 60%,
70% y 80% de contenido de NaCl con tamaios entre 105 pum y 180 um. Se puede observar
que a una relacion 60/40 se formaron algunos poros grandes con un tamafio de alrededor de
500 pum (flecha roja); para las relaciones 70/20 y 60/30 se detectaron poros del orden de los
400 um con una baja interconectividad entre ellos. La baja interconectividad puede ser
atribuida a la elevada concentracion de pPGS presente en la mezcla y a menores contactos

entre las particulas de pordgeno. Cuando la concentracion de pordgeno fue del 80% (relacion
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80/20) se observo una interconectividad total y una estructura porosa mas abierta, que refleja
la geometria del pordgeno, y con algunos tamafios de poro alrededor de 100 um (Figura 3.4
a). Por otro lado, en la Figura 3.4 d se observa el efecto del pordgeno sobre la porosidad de
los andamios, ya que la temperatura y el tiempo de entrecruzamiento se mantuvieron
constante. La porosidad en funcién del contenido de NaCl muestra un incremento lineal
conforme se incrementa la cantidad de pordgeno utilizada en la matriz, con valores de 42+4

%, 59£5 % y 70+£6 % respectivamente.

Es claro que a medida que se incrementa el contenido de porégeno, aumenta el dominio
microporoso y los poros grandes desaparecen parcialmente disminuyendo la amplitud de la
distribucion de los tamafios de poro (Figura 3.5). Las mediciones realizadas a los poros
inferiores a 100 um de los andamios con el software Image-J revelaron que los incrementos
de los tamafos fueron 29 + 12 um, 44 + 13 um y 49 £ 15 pum para las relaciones 60/40, 70/30
y 80/20 respectivamente. El tamafio de los poros y la dispersion de los andamios indican que
la porosidad obtenida pertenece al dominio de los macroporos. En la Figura 3.5, también se
puede observar que el andamio PGS 80/20 ofrece una distribucion de poros més uniforme,

por lo tanto, se selecciond para la modificacion del plasma con PPy-I.

Estas caracteristicas probablemente impacten de manera positiva en la eliminacion de
productos de desecho y en el intercambio de nutrientes para la alimentacion de las células
adheridas o, en contacto con el andamio, ya que se ha reportado que un tamafo de poro del
orden de 100 um influye de manera positiva en la proliferacion y niveles de mineralizacion
de las hDPSCs [120]. Reportes con hDPSCs han demostrado que poros pequefios, menores
a 10 um, favorecen la adhesion celular inicial [129, 130], aunque pueden inducir necrosis
debido al limitado movimiento de las células y acumulacion de desechos metabolicos. Por el
contrario, tamafios de poro mayores, entre 100 y 200 um, son mas adecuados para el
crecimiento de hDPSCs [40, 86], las cuales son una fuente prometedora para regeneracion
osea [118]. En este sentido, Gu et al reportaron que andamios con tamafio de poro entre 20 y
200 pm promueve una tasa de proliferacion de hDPSC y diferenciacion hacia linaje

osteogénico [120].
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Figura 3.4 Micrografias MEB de los andamios PGS; a) 80/20; aumento 50 X, recuadro
superior derecha; aumento 150 X b) 70/30 y c) 60/40% d) porosidad del andamio con

tamafios de porogeno entre 105 um y 180 pm.
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Figura 3.5 Distribucion de tamafio de poro a) 60/40, b) 70/30 ¢) 80/20 con un tamafio de
pordgeno entre 105 um — 180 um. No se consideraron los poros mayores de 100 um.

La temperatura y tiempo de curado también son parametros que influyen en la morfologia de
los andamios. Del analisis de las micrografias (figuras no mostradas), se determind que el
tiempo mas adecuado para la formacion de la estructura del andamio de PGS, fue de 12 horas,
ya que sus dimensiones después del proceso de liofilizado se mantuvieron. Se observo que
los andamios con tiempos de curado menor a 8 horas, cambian sus dimensiones
aproximadamente un 50% después de liofilizarse; esto puede atribuirse a un bajo grado de
entrecruzamiento, ya que ha sido reportado que el andamio formado a tiempos menores de

10 horas corresponde a un hidrogel [60].
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Por otro lado, se observo que el tiempo de la disolucion de porogeno tiene poco efecto sobre
la porosidad en el andamio. Una disoluciéon mas alla del segundo dia pareci6 ser de poco
beneficio para aumentar la interconectividad de los poros, también se observd que los
andamios que se encuentran en la disolucion con etanol absoluto y mezclas de etanol/agua
se mantiene hinchados, al desalojar la disolucion se contraen o sea que es un material
adhesivo y cohesivo, que se deformaban facilmente debido al bajo grado de
entrecruzamiento. Por otro lado, un mayor hinchamiento de los andamios en la disolucién

indica una mayor cantidad de volumen libre para la permeabilidad del agua.

La interconectividad del andamio 80/20 a lo largo de toda la arquitectura porosa se corrobord
mediante la comparacion de la superficie con un corte en su seccion transversal (Figura 3.6),
donde se observo el mismo patron de conectividad de poros [65, 98]. En los andamios 80/20
también se detectaron algunos microporos por debajo de las 15 um, los cuales no
corresponden con los tamafios de porégeno. El agua por si sola no hincha el PGS, estos
microporos no se generaron por la penetracion de agua en el polimero durante la lixiviacion
ni durante la liofilizacion. Los microporos probablemente fueron creados por la eliminacion
de glicerol. En este sentido Gao et al [97], reportaron que el proceso de entrecruzamiento
involucra probablemente la reaccion de transesterificacion que puede ocurrir en toda la
matriz del polimero durante policondensacion, permitiendo que parte del glicerol sirva como
un porégeno que puede producir microporos en los andamios resultantes. Los autores
también reportan que andlisis de resonancia magnética nuclear (NMR) de los productos de
condensacion formados durante el entrecruzamiento de PGS existe la presencia de glicerol
en cantidades significativas y, que la eliminacion del glicerol durante la reaccion de

transesterificacion es mayor a 150 °C, lo que incrementa la formacion de microporos.
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Figura 3. 6 Micrografias MEB del andamio 80/20; a) de la seccion transversal 50X, b) vista
lateral 23X.

3.2.4 Grado de entrecruzamiento por hinchamiento de tetrahidrofurano THF

La Figura 3.7 muestra la relacion de la fraccion soluble y el porcentaje de hinchamiento de
los andamios fabricados a las tres relaciones de porogeno y de pPGS. Se observo que con el
incremento de la cantidad de porogeno, el contenido de la fraccion soluble se reduce,
encontrando valores de 8.1+3.6, 6.2+2.2 y 5+1.5% para las relaciones 60/20, 70/30 y 80/20
con diferencias estadisticamente significativas entre las relaciones 60/40 y 80/20. En este
sentido Patel et a/; reporto un valor de 9.9+4.3 % para la fraccion soluble de una pelicula de

PGS denso, coincidiendo con la tendencia reportada en este trabajo [59].

Por otro lado, el porcentaje de hinchamiento de los andamios en THF se incrementa
significativamente en comparacion de una pelicula densa con las mismas dimensiones de los
andamios generados. Este incremento estd en funcion de la cantidad de porogeno utilizado.
Esto es inesperado, si se considera que solo deberia incrementar la rapidez de hinchamiento
pues la composicion quimica es la misma, probablemente existe solvente libre en los
andamios porosos y no todo estd enlazado con el material. Los valores fueron de 370+33 %,
430+£67 % y 520£22% para relaciones 60/40, 70/30 y 80/20 respectivamente. Sin embargo,
en este trabajo, consideramos que parte del incremento del hinchamiento es atribuido a la

porosidad, ya que los poros interconectados incrementan la superficie de los andamios de
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PGS y facilitan el contacto del THF con los andamios para que se d¢ lugar el hinchamiento.
El grado de entrecruzamiento determina el volumen libre que hay entre cadenas, que es donde
se aloja el disolvente absorbido: esto significa que, al estar menos entrecruzado, el espacio

entre cadenas es mas grande y mas disolvente puede penetrar [131].
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Figura 3.7 Porcentajes de fraccion soluble e hinchamiento de los andamios generados.
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La fraccion soluble se compone principalmente del glicerol sin reaccionar [132], por lo que
la reduccion de la fraccion soluble indica un incremento en el rendimiento de la reaccion de
entrecruzamiento. Esto podria parecer inesperado si se considera que las particulas de NaCl
limitan el movimiento molecular del pPGS reduciendo el proceso de esterificacion durante
el entrecruzamiento. Sin embargo, esto es debido, posiblemente, que las particulas de NaCl
disminuyen el numero de cadenas moleculares del pPGS por volumen, lo que permite a este
reaccionar mas con las cadenas adyacentes del acido sebdcico, dsea, el incremento de la
cantidad de particulas de NaCl promueve la densidad de entrecruzamiento del polimero que

forma el andamio.
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En la tabla 3.2 se puede observar la densidad de entrecruzamiento determinada por el método
de Flory-Rehner, llamado también método de hinchamiento. Se puede notar que este
parametro aumenta claramente, aunque sin cambio significativo con la cantidad de porégeno
con el que es fabricado el andamio. La densidad de entrecruzamiento determina el espacio
que hay entre cadenas, que es donde se aloja el disolvente absorbido. Esto significa que, al
estar menos entrecruzado, el espacio entre cadenas es mas grande y, por tanto, mas disolvente

puede penetrar.

Tabla 3.2 Densidad de entrecruzamiento determinada por el método de hinchamiento.

NaCl/pPGS Hinchamiento
Densidad de entrecruzamiento Mc (g/mol)
(mol/cm?)
60/40 1.40 (10 £2.2 (10 803.50 £ 115
70/30 1.36 (10%) £ 1.8 (10™) 827.83 £215
80/20 1.21 (107) £ 1.0(10™) 926.38 £ 185

n=3, + desviacion estandar, Mc=distancia entre puntos de entrecruzamiento.

3.2.5 Area Superficial especifica por el método de BET (Brunauer, Emmett y Teller)

Las Figuras 3.8 muestran la isoterma de adsorcion y desorcidn, obtenida para del andamio
80/20 . Este tipo de isoterma (tipo III) indica interacciones débiles entre el adsorbato y
adsorbentes, ademads es caracteristica de estructuras mesoporosas. El area de superficial
especifica en el andamio de PGS 80/20 calculada por el método BET fue de 2.12 m? g'!. La
Figura 3.9 muestra la distribucion de tamafio de poros, se observa que se obtuvieron mas
diametros de alrededor de 3nm, que también corresponde a una estructura mesoporosa. Este
comportamiento mesoporoso del andamio puede incrementar la proliferacion, debido a la

facilidad de difusion de factores de crecimiento y farmacos. Ademads, se ha demostrado que
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estructuras mesoporosas exhiben propiedades osteogénicas y angiogénicas excepcionales,

adecuadas para aplicaciones biomédicas [133].

Los andamios deben ser permeables con poros interconectados para facilitar la proliferacion
y migracion celular, asi como el flujo de nutrientes. Murphy et al; demostré que la
permeabilidad aumenta al aumentar el tamafio de poro debido a una reduccion en el area de
superficie especifica. Sin embargo, si los poros son demasiado grandes, hay una disminucion
en el area de superficie especifica. Se ha reportado que una reduccion en el area de superficie
especifica reduce los sitios de union celular disponible para que las células se adhieran al
material. En este contexto 4reas superficiales especificas mayores a 0.1 m? g-! incrementan
la adhesion celular, sin presentar una relacion lineal [88]. Por otro lado la figura 3.9 muestra

que el tamano de poro interno es de 3 nm.
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Figura 3.8 Isoterma de adsorcion-desorcion de nitrogeno del andamio PGS 80/20
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Figura 3.9 Distribucion del tamaiio de poro del andamio PGS 80/20

3.2.6 Analisis termogravimétrico (TGA)

En la Figura 3.10 se muestra la pérdida de peso vs temperatura del pPGS y del andamio PGS
80/20, donde se observa que el pPGS comienza a descomponerse antes que el andamio, ya
que en el andamio no hay una pérdida de peso significativa hasta una temperatura de 260 °C,
que corresponde a una pérdida de peso del 2 %. El porcentaje final de masa residual del pPGS
fue de 2.98 % mientras que del andamio fue de 7.75 %, las diferencias en estos valores,
pueden atribuirse a que en el andamio existen mayores productos relacionados con el carbono
que se forman a 650°C. Sin embargo, Kerativitayanan et al, reportaron que el PGS se

descompone totalmente a 750 °C [134].

La Figura 3.11 se observa la derivada de la pérdida de peso, esto con el fin de determinar la
temperatura a la que el material se descompone. En el pPGS se identifican tres fases de
degradacion térmica; la primera fase es apenas distinguible en la curva TGA, pero es muy
evidente en la curva DTG correspondiente. A una rapidez de calentamiento de 10 °C/min, la
primera fase a 150 °C, puede ser atribuido a la evaporacion del agua, una segunda fase

presente, que comenzo a 276 °C y finalizé a 340 °C, que es atribuido a los mondémeros
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residuales [135, 136]. La tercera fase a una temperatura de 458°C correspondiente a la
descomposicion de las cadenas del pPGS. Mientras que para el andamio se observé que la
temperatura de descomposicion fue de 450 °C, atribuido al PGS entrecruzado [66]. La
presencia de tres picos de descomposicion en el PGS entrecruzado indica la existencia de un

mecanismo complejo donde intervienen diferentes especies quimicas.
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Figura 3.10 Pérdida de peso vs temperatura del pPGS y andamio 80/20
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Figura 3.11 Grafica de la derivada de la masa vs temperatura del pPGS y andamio 80/20.
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3.2.7 Propiedades mecanicas

Las pruebas mecanicas fueron realizadas a los andamios obtenidos, a las diferentes
concentraciones de porogeno, en muestras acondicionadas en agua destilada durante 24 horas
a 37 °C. En la tabla 3.3 se resumen las propiedades mecanicas de los andamios de PGS
fabricadas con relaciones NaCl/pPGS 60/40, 70/30 y 80/20. Los resultados muestran que las
propiedades mecénicas tienen un efecto directamente proporcional al contenido de porégeno
utilizado. Conforme se incrementa la cantidad de porogeno, la resistencia mecanica a tension
y el porcentaje de deformacion disminuyen. Esto es debido, al incremento en la porosidad y
tamafios poro con paredes delgadas actian como concentradores de esfuerzos, generando

defectos mecanicos, reduciendo estas propiedades.

La Figura 3.12 muestra graficas esfuerzo vs deformacion representativa de los andamios
acondicionados, donde se observa una reduccidn en su resistencia mecanica con valores de
43.5 £ 2 kPa, 44.5 £ 3 kPa y 31.4 + 5 kPa para los andamios 60/40, 70/30 y 80/20
respectivamente, asi como un incremento en su porcentaje de deformacion con valores de
91+ 39 %, 158 =53 % y 174 = 21 %. A diferencia de otros polimeros como la PCL para la
fabricacion de andamios mediante la técnica de lixiviacion con NaCl utilizando mas de 60%
de NacCl, los andamios obtenidos en este trabajo no perdieron su integridad estructural [137].
Interesantemente los andamios 70/30 y 60/40 acondicionados no presentaron cambios
significativos en sus modulos de Young, esto es debido posiblemente que el modulo de
Young es una propiedad intrinseca del material y no deberia depender significativamente de

la morfologia que presenta los andamios.
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Figura 3. 12 Curvas esfuerzo vs deformacion de los andamios de PGS acondicionados en
agua destilada.

Tabla 3.3 Propiedades mecanicas de los andamios.

Porcentaje Modulo Resistencia Deformacion
de NaCl elastico Maxima  Maxima (%)
N=5 (kPa) (kPa) Himedo
Humedo Humedo
0% 249 £ 8 1554 +3 108 +06

60% 61.2+4 43.5+4 174 £ 21
70% 50.8+5 445+5 158 +53
80% 40.7+7 314+6 91+ 39

3.2.8 Pérdida de masa
La Figura 3.13 muestra los resultados de la pérdida de masa de los andamios PGS 80/20,
70/30 y 60/40 en PBS hasta 12 semanas. Los andamios exhibieron una pérdida lenta al

principio, y luego, a partir de la sexta semana, una rapida perdida. Los valores de masa
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residual de los andamios PGS 80/20, 70/30 y 60/40 a la semana 12 fueron 73£3 %, 752 %
y 71+5 % respectivamente. También se realizo el analisis a la pelicula de PGS utilizando las
mismas condiciones de sintesis llevadas a cabo en los andamios. Se encontré que estas
peliculas tuvieron una mayor masa residual con un valor 44% después de 12 semanas. La
enorme diferencia en la velocidad de pérdida de masa entre las peliculas de PGS y los
andamios porosos puede atribuirse a los monomeros residuales que no ha sido eliminado y

que aun forma parte importante las peliculas de PGS [68].

En condiciones fisiologicas, los andamios de PGS se degradan por hidrolisis en productos
metabolizables, los cudles se han reportado como no téxicos [138]. La rapidez de pérdida de
masa depende de las condiciones de sintesis. A diferencia de otros polimeros, el PGS se
degrada principalmente por erosion de superficie, debido a su naturaleza hidrofoba, sufriendo
una pérdida de masa lineal. Esto puede permitir que el polimero conserve en gran medida su
integridad estructural y propiedades mecanicas iniciales. Algunos autores han reportado que
el PGS produce lixiviados con toxicidad celular significativa [73]. La toxicidad es causada
por grupos de acido carboxilico sin reaccionar o por los &cidos carboxilicos producidos por
hidrolisis acuosa de los grupos éster PGS, que reducen el pH a valores fisiologicos inferiores
en un intervalo de 7.2 y 7.4. por lo que es necesario una serie de lavados con el fin de
disminuir esta posible citotoxicidad. Un producto de degradacion acida no es exclusivo de
los polimeros PGS, también se ha documentado que los poliésteres termoplasticos
biodegradables que se comportan de manera similar, reduciendo su capacidad de soporte

celular.
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Figura 3.13 Porcentaje de masa residual de los andamios PGS 80/20, 70/30 y 60/40.
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CAPITULO 4
ANDAMIOS PGS 80/20 TRATADOS CON PLASMA DE PPY-I.

4.1 Caracterizacion de las particulas de PPy-I

4.1.1 Espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS) de las particulas PPy y
PPy-1

La Tabla 4.1 y la Figura 4.1 muestran el analisis elemental, en porcentaje atdbmico, del PPy-
I sintetizado por plasma durante 30 minutos y el espectro EDS. La relacion estequiometria
C/N del mondmero de pirrol en de 4 [139]. Al finalizar el tiempo en el plasma, para las
particulas generadas de PPy-I, esta relacion se incrementa a un valor 5.0. Esto indica que el
nitrogeno del PPy se reduce, debido, probablemente a las reacciones de entrecruzamiento
que se dan en el plasma de alta energia. Por otro lado, la relacion (78.3 entre 4 4tomos de
carbono del pirrol) dividido entre los 4&tomos de yodo fue de 16.3, indicando la presencia de
una molécula de yodo por cada 16 de pirrol. Ademas, se detecto la presencia de oxigeno en

las particulas de PPy-I debido a la oxidacion del PPy con el aire.

Tabla 4.1 (%)at.PPy-1

Elemento % at.

C 78.3+1.4
N 15.4+1.2
o 3.3+0.5
| 1.2+0.1
C/N 5.0

C/O 23.7

o o5 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 & 65 7 75 8
ull Scale 477 cts Cursor: 0.000 ke C/4/1 16.3

Figura 4.1 EDX de particulas de PPy-I.

4.1.2 Espectroscopia FTIR de las particulas PPy y PPy/I sintetizado en plasma.

En la Figura 4.2 a 'y b se muestran los espectros FTIR del monomero de pirrol, PPy y PPy-L.
El espectro FTIR del PPy muestra una banda en 3350 cm™ atribuido al grupo amina NH en
estiramiento [140, 141], un pequefio hombro en 3130 cm ™! atribuido al grupo C-H aromatico,

las bandas 2923 cm™ y 2870 cm™!' atribuidas al estiramiento de grupos metilenos C-H,
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asimétrico y simétrico respectivamente [142]. La banda en 2220 cm™ atribuido al grupo
nitrilo C=N y/o C=C en estiramiento, mas la presencia de la banda en 2958 cm™ del grupo
metilo, sugiere la rotura de algunos anillos de mondémero de pirrol, también se observa una
banda amplia en 1620 cm™ correspondiente a la vibracion del grupo C=C del esqueleto del
PPy y, posiblemente, a contribuciones del grupo imina C=N en estiramiento, con un pequeio
hombro en 1550 cm! atribuido a grupos amina [141, 143, 144]. En el espectro del PPy
también se observan bandas caracteristicas asociados con el anillo aromatico de pirrol, por
ejemplo; las bandas en 1380 cm™ y 1458 cm™!, asociadas con vibraciones en el plano del
pirrol [142, 145], dos picos intensos en 730 cm™ y 790 cm! caracteristico del grupo C-H en
deformacion [146], las bandas en 1080 cm™ y 1030 cm™ atribuido al enlace C-N en
estiramiento. En el espectro del PPy, también se observa una banda alrededor de 1420 cm’!
atribuida al grupo C-H de flexion en el plano [142, 146, 147]. En el espectro FTIR del PPy-
I esta banda en 1420 cm™! se desvia a 1400 cm’!, probablemente, debido alguna interaccién
con el yodo. En el espectro del PPy-I se observo también una banda entre 500 cm™ y 550 cm”
I atribuida al grupo C-1, lo que confirma la incorporacién del yodo en las particulas de PPy
[145, 148]. Por otro lado, el espectro FTIR de las particulas de PPy-1, se observa que la
intensidad de la banda de metilo en 1380 cm™ es menos intensa que la de metileno en 1450
cm’!, esto probablemente indique algin tipo ruptura de las cadenas poliméricas de las
particulas de PPy-I, donde este se compone principalmente de cadenas poliméricas cortas en

lugar de ramificaciones lineales de estructuras largas.
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Figura 4.2 Espectro FTIR del monémero de pirrol, y las particulas de PPy y PPy-1, a) region
3750- 3850 cm™! b) regién 2250-500 cm’!

4.1.3 Espectroscopia UV visible de las particulas PPy y PPy/I sintetizadas por plasma.

La Figura 4.3 muestra los espectros de absorcion ultravioleta del PPy y del PPy-1. El espectro
del PPy absorbe luz en el intervalo de longitud de onda entre 290 nm y 600 nm con dos picos;
el primero en 336 nm y el segundo en 356 nm, estas absorciones esta relacionada con las
transiciones m-* en el sistema conjugado de anillos heterociclicos del PPy [149]. El espectro
UV de absorcion del PPy-I presenta adicionalmente un pico centrado en 410 nm, debido
probablemente, a la absorcion del anion triyoduro I37[150-152] lo cual, sugiere formacion de

complejos de transferencia de carga entre el PPy y el yodo [144].
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Figura 4.3 Espectroscopia Uv visible de las particulas de PPy y PPy-1.

4.2 Caracterizacion de andamio tratados con plasma de PPy-I

4.2.1 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

En base a los resultados del capitulo 3, el andamio 80/20 fue seleccionado para los
tratamientos con PPy-I, esto debido a que mostro una distribucion de tamafios de poro mas
uniforme. La Figura 4.4 (b-f) muestra las micrografias de los andamios de PGS tratados a 6,
12, 18, 24 y 30 minutos posterior al proceso de purificacion por hinchamiento con cloruro de
metileno y etanol, este proceso se llevo a cabo, con el fin de eliminar residuos de pPGS y
pirrol como ya lo han reportado Moroder et al [153]. Esto sugiere que solo particulas de PPy-
I quedan quimicamente ancladas al andamio. Es claro la formacion de particulas a partir de
12 minutos con tamafios del orden de 3.8+ 2.2 um, 5.4+2.0 um, 6.8+£2.7 um, 8.2+5.4 pm para

tiempos de 12, 18, 24 y 30 minutos respectivamente.
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En la Figura 4.4 también se observa la distribucion de tamafios de particulas, estos se
encuentran en los intervalos de 2 a 11 pm,de 2 a 13 ym,de 2 a 17 um y de 2 a 20 um para
tiempos de 12, 18, 24 y 30 minutos respectivamente. La polimerizacion de pirrol inducido
por plasma en una atmoésfera de aire produce un destello purpura dentro de la camara y el
yodo un destello amarillo. La polimerizacion del pirrol se lleva a cabo mediante la produccion
de atomos libres, iones y otras particulas del plasma, que eliminan los 4&tomos de hidrégeno
del andamio, causando la formacion de radicales libres que dan lugar a la polimerizacion del

pirrol y su entrecruzamiento [106].

A nivel macroscopico, la presencia de las particulas de PPy-I en la superficie de los andamios
de PGS se reflejo por un cambio en la coloracion de éstos, de claro a oscuro, en funcién del
tiempo de exposicion 0 a 30 min; lo anterior fue debido a la incorporacion del PPy-ly, a la
presencia cada vez de mayores tamafios de particulas incrustadas de manera aleatoria sobre
las superficies del andamio. En congruencia con este resultado, se ha reportado que la forma
mas estable del PPy-I en plasma son particulas esféricas formadas por entrecruzamiento, lo
cual puede explicar la formacion de particulas que encontramos en este trabajo a tiempos
mayores de 12 minutos. Ademds, durante el proceso de entrecruzamiento Yy
deshidrogenacion, la libre rotacion de los fragmentos del PPy puede producir superficies
curvas a medida que se agregan mas monomeros de pirrol al PPy [106], hasta que en la

superficie se forman particulas de diferente morfologia entre estrelladas y esféricas.
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Figura 4.4 Micrografias MEB de andamios de PGS-PPy-I baja magnificacion (150 x), alta

magnificacion (1000 x) y distribucidon de tamafios de particula; a) sin tratamiento b) 6 min,
¢) 12 min, d) 18 min, e) 24 min y f) 30 min.

La Figura 4.5a muestra una mayor amplificacion de las particulas que se forman en el
andamio tratado a 30 minutos, se observa una disposicion de empaquetamiento de esferas
donde las particulas se presionan una contra la otra deformando ligeramente el perfil esférico.
Interesantemente se observa una capa densa de pelicula de PPy en algunos sitios del andamio

con un espesor de aproximadamente 5 um (flecha roja).
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4.2.3 Microscopia de fuerza atémica (AFM)

En la Figura 4.6 se muestra la topografia de las peliculas de PGS sin tratamiento y tratados a
6, 12, 18, 24 y 30 minutos, mientras que la tabla 4.2 muestra una muestra representativa de
la distribucion de los didmetros de las particulas generadas sobre la superficie de los
andamios. Se observa un incremento en el intervalo de diametros, debido a la agregacion de
particulas, aumentando asi el tamafio de grano de PPy-I; resultados similares han sido

reportados por Park ef al, para una superficie polianilina (PANI) dopado con yodo [38].

La rugosidad es una caracteristica importante durante el proceso de adhesion celular, es por
esto, que se deben considerarse los cambios que se generan en el plasma con respecto a la
rugosidad. El andlisis por AFM se observa que la pelicula sin tratamiento tiene una superficie
lisa. Los andamios tratados 6, 12, 18, 24 y 30 minutos presentan una superficie rugosa, la
cual se debe a las particulas de PPy-I formadas durante la exposicion al plasma. En ellas se
puede observar protuberancias y un crecimiento en morfologia globular tipo fractal que
ocurre a partir de la formacion de sitios de nucleacion [149, 154]. La rugosidad RMS de las
peliculas se incrementa al aumentar el tiempo de tratamiento superficial, arrojando valores
de 0.06+0.03 pm, 0.12+0.07 pm, 0.14+0.09 pm, 0.22+0.09 um, 0.39 £0.07 um y 0.57+0.26
um respectivamente. Estos valores de rugosidad son pequeiios, si se considera la presencia
de particulas esféricas de PPy-I. Sin embargo, es posible que el equipo AFM no tenga la

capacidad de detectar la presencia de estas en un area de analisis de 10 pm?.
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Estos valores de rugosidad obtenidos estan dentro del intervalo de valores publicados para el
PPy sintetizado en plasma sobre substratos de silicon [42]. Esto aporta evidencia de que el
proceso de plasma con PPy-I afecta la topografia del PGS. Se ha reportado que, durante la
irradiacion de polimeros con enlaces éster como el PGS, con plasma, se puede formar
radicales libres como R-COO*. Los monomeros de pirrol pueden reaccionar con estos
radicales libres, produciendo enlaces quimicos con los andamios PGS y, en consecuencia,
los sitios de nucleacion de las particulas PPy-1[129]. Po otro lado, la hidrofobicidad del PPy

puede favorecer la formacion de sitios de nucleacion [115, 155].

+30

Figura 4.6 AFM peliculas; a) sin tratamiento; andamios tratados; b)6 min, ¢)12 min, d)18
min, €)24 min y )30 min.
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Tabla 4.2 Rugosidad (Rrms) y distribucion de didmetros promedio de grano de las peliculas
PGS tratadas con PPy-1.

PGS PGS-PPy 6 min PGS-PPy 12 min
Rrms (um) 0.06 £0.03 pm 0.12+£0.07 um 0.14+0.09 pm
Promedio )
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4.2.4 Espectros FTIR de andamios tratados con PPy sin dopar.

La Figura 4.7 muestra los espectros FTIR de los andamios tratados con PPy, se observan

bandas asociadas al PPy, lo que verifica la incorporacion de las particulas. En los espectros

también se observa que la banda ancha centrada en 1620 cm™! del espectro del PPy atribuido

a la contribucion de los grupos C=C y NH se resolvio en dos bandas en los espectros de los

andamios, debido a los fragmentos eliminados de las particulas PPy, que no se adhirieron

quimicamente al andamio después del proceso de purificacion. También se observa que

conforme se incrementa el tiempo de exposicion en los andamios, la banda atribuida al grupo

C=C en 1650 cm™ se desplaza hasta 1638 cm™ debido a la deshidrogenacion del PPy,

mientras que la banda en 1550 cm™ atribuida al grupo amina secundaria NH y posible

contribucion del enlace amida II que surgid del enlace covalente entre el PPy y el PGS no se
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observo desplazamiento. Estas sefiales en adiccion a las bandas en 2200 cm™! atribuido al

1

enlace C=N, y al estiramiento de -NH- en 3350 cm™ se incrementan con el tiempo de

exposicion [143, 144].
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Figura 4.7 Espectros FTIR de andamios PGS tratados con PPy; a) region 3700-2200 cm™! b)
region 1900- 450 cm’!

4.2.5 Espectros FTIR de andamios tratados con PPy-I

La Figura 4.8 muestra los espectros FTIR de los andamios tratados con PPy-I, se observa que
conforme aumenta la cantidad de particulas PPy-I, el desplazamiento de la banda a 1650 cm™
! es mayor en comparacion de los tratados con PPy, alcanzando un valor de numero de onda
de 1620 cm™!. En presencia de yodo, se especula que este mayor desplazamiento se debid a
la deshidrogenacion y una contribucion de las interacciones fisicas y quimicas del yodo con
el PPy. En este sentido, radicales de I' pueden formarse por disociacion homolitica de yodo,
asi como la influencia de luz [154, 156]. Estos radicales, pueden extraer &tomos de hidrogeno
de la estructura PPy, generando cambios vibracionales. Al igual que los andamios tratados
con PPy, la banda centrada en 1550 cm™!, no mostré ningtn cambio, del mismo modo las

bandas en 2200 cm™ y 3350 cm™! se incrementan con el tiempo de exposicion [148, 154].
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Figura 4.8 Espectros FTIR de andamios PGS tratados con PPy-I; a) region 3700-2200 cm’!
b) regién 1900- 450 cm’!

4.2.6 Espectroscopia Raman de los andamios tratados

En la Figura 4.9 se observan las sefales del espectro Raman del andamio sin tratamiento y
los andamios tratados a 6, 12, 18, 24 y 30 minutos. Los espectros de los andamios tratados
son similares a los reportados para el PPy dopado con yodo sintetizado electroquimicamente
y quimicamente [157-159]. Se observan un pico principal en 1598 cm™ atribuido al

! asociado con otro modo de

estiramiento simétrico del enlace C=C y, otro pico en 1579 cm™
vibracion del enlace C=C del anillo aromatico de PPy [160]. Es claro que, con el tiempo de
exposicion, ocurre un desplazamiento de la banda de 1586 cm ™! a 1598 ¢cm™!, debido a
defectos de sustitucion de los anillos de la estructura del PPy, que puede ocasionar diferentes
modos de vibracion. Por otro lado, es claro que los espectros presentan todos sus picos
ubicados ligeramente por debajo de 1600 cm™!, esto probablemente indica el dominio en su

forma reducida del PPy [161].

Se observa dos picos localizados en 1380 cm™ y 1330 cm™ atribuido al estiramiento de los
enlaces C-N y C-C respectivamente, mientras que el pico en 1050 cm™ es atribuido a un
modo de deformacién del anillo C-H asociado a la estructura del PPy. El pico en 980 cm ™!

es atribuido a compuestos portadores de carga N* (polarén) y solo se observaron para los
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andamios tratados 18, 24 y 30 minutos. La incorporacion de yodo incrementa los radicales
cationes de nitrogeno [159, 162, 163]. Por ejemplo, Fan et al, demostraron que la
incorporacion in situ del yodo en el PPy acelera drasticamente la generacion de radicales
cationicos de nitrogeno [159, 164], alcanzado valores de 28% detectado por XPS. En este
contexto, en los espectros de los andamios, la intensidad del pico atribuido al polaron N es
casi constante para tiempos de tratamiento de 18 y 24 minutos, esto probablemente, indica
que la interaccion entre el yodo y el PPy se mantiene constante, pero para el tratado a 30
minutos se incrementa. Por otro lado los grupos carbonilo O-C=0 del PGS pueden actuar
como defectos causando interrupciones en la conjugacion m y actuando como grupos de
extraccion de electrones, inhibiendo transferencia de cargas lo que probablemente impide la
deteccion de los picos, en tiempos de 6 y 12 minutos, similar a lo que ocurre para el
Polietileno Tereftalato (PET) y el algodon recubierto con PPy [165, 166]. Ademas de esto

los picos detectados para tratamientos de 18, 24 y 30 minutos no es claro a 6 y 12 minutos.

—l— PGS-PPy-I 30 min
—@— PGS-PPy-I 24 min
—A— PGS-PPy-| 18 min
—¥— PGS-PPy-I 12 min

—@— PGS-PPy-1 6 min 1579 1598
—«— Andamio sin tratamiento * »
80 Ml
1330 L 1420/ |

Intensidad

T T T T T T T
840 1120 1400 1680
Desplazamiento Raman (cm™)

Figura 4.9 Espectro Raman de andamios PGS tratados con PPy-I
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4.2.7 Espectroscopia Fotoelectronica de rayos X (XPS).

La Figura 4.10 muestra los espectros en modo de reconocimiento XPS, se detectaron cuatro
picos a las energias de enlace de 284.8 eV, 400 eV, 531 eV y 630 eV, correspondientes a
Cls, Nls, Ols y 13d respectivamente, mientras que a 875 eV y 930 eV se observan picos
atribuidos a 13p 32 y I3p 12 respectivamente. La incorporacion de yodo al andamio tiene
como objetivo aumentar la capacidad de transferencia de cargas eléctricas del PPy, lo cual
ha sido previamente reportado [111, 114, 147]. Paosawatyanyong et al, sintetizd PPy por
plasma, logrando incrementar la conductividad eléctrica cuando es dopado con yodo [144],
lo cual es caracteristica importante, debido a que muchas de las funciones principales en las

células estan controladas por senales eléctricas [120].

—&— PGS sin tratamiento
—p— PGS-PPy-I 6 min
—@— PGS-PPy-1 12 min cts
—A PGS-PPy-I 18 min Ve
—¥— PGS-PPy-I 24 min 13d 5 '
—— PGS-PPy-1 30 min \ Bds,  o1s N1s ‘\
13p 4, 13p g, ¥
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Figura 4.10 Analisis en modo de inspeccion de los andamios PGS-PPy-I; a) sin tratamiento
b) 6 min ¢) 12 min d) 18 min e) 24 min f) 30 min

Los resultados del analisis elemental de la superficie de los andamios sin tratamiento y
tratados con PPy-I determinado por XPS se muestra en la Tabla 4.3. Se observa un claro
decremento en el oxigeno y un incremento del yodo y nitrogeno. Sin embargo, también se

observo una disminucion de nitrogeno en el andamito tratado 24 minutos en comparacion del
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tratado a 18 minutos, debido probablemente, a la degradacion de C-N en un ambiente volatil

del plasma de alta energia [ 144].

Tabla 4.3 Porcentajes atomicos del carbono, oxigeno, nitrégeno y yodo en los andamios sin
tratamiento y tratados.

Tratamiento Atomico % C/N

Carbono  Oxigeno Nitrogeno Yodo
+1.00 +1.00 +1.00 +1.00 £1.00

Sin tratamiento 83.4 162 - e
6 min 85.3 9.6 4.8 0.1 17.7
12 min 85.8 8.7 5.2 0.2 16.5
18 min 87.8 5.7 6.0 0.3 14.6
24 min 87.8 6.0 5.7 0.5 154
30 min 87.0 4.9 7.0 0.9 12.4

Las senales del Cls del espectro XPS correspondientes a los andamios sin tratamiento
deconvolucionaron en 3 senales de carbono (ver Figura 4.11a,) La primera se observa a 284.7
eV atribuida al enlace C-C, la segunda a 286.8 eV atribuida al enlace C-O-C, y la tercera se
observa a 289 eV, atribuida al grupo éster O-C=0. La deconvolucion de los espectros de Cls
de los andamios de PGS tratados present6 un pico adicional ubicado a 288,2 eV, que se asocid

con el grupo C=N (Figura 4.11 b-f) [167].
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Figura 4.11 Los espectros de alta resolucion de la sefial Cls deconvolucionados de los
andamios de PGS-PPy-I a) sin tratamiento b) 6 min c¢) 12 min, d) 18 min, e) 24 min, f) 30

min

82



La tabla 4.4 muestra el porcentaje de area de las deconvoluciones de la sefial Cls. Se
observaron cambios con el incremento en el tiempo de exposicion; el porcentaje del area del
enlace C=N a 287.8 eV aumenta, derivado de la ruptura del anillo aromatico del pirrol y el
pico del éster O-C=0 disminuyen, debido al recubrimiento del PPy-I. Estos resultados se
correlacionan bien con los resultados observados en los espectros FTIR [167, 168]. Mientras
que el incremento en el contenido del enlace C-C a 284.8 eV se puede atribuir al grupo C=C,-

N derivado de la posicion del carbono en la estructura de PPy [169-171].

Tabla 4.4 Porcentaje atomico (%) de las diferentes sefiales de carbono en los andamios PGS,
sin tratamiento y tratado con PPy-I

Porcentaje atomico de carbono (%)
0-C=0 C=N C-0-C C-C/C-H/C-

Ca
289 eV 288.2  286.7eV 284.8 eV
eV

Sin tratamiento 6.8 0.0 13.8 79.3
6 min 3.8 2.4 14.1 79.2

12 min 3.5 3.5 13.3 79.6

18 min 2.5 3.9 13.8 79.5

24 min 2.6 34 13.4 80.7

30 min 1.2 4.1 12.3 81.9

La Figura 4.12 muestra el espectro de alta resolucion de la sefial N 1s de los andamios tratados
con PPy-I; estas sefales se deconvolucionaron en 4 componentes: las sefiales a 398 eV, 399.7
eV, 400.6 eV y 402.2 eV fueron atribuidos a los enlaces iminas =NH, aminas -NH, C-Ny a
especies portadora de carga N* respectivamente [107, 147, 170]. La sefial N1s muestra un
aumento de NH y N, esto tltimo debido al incremento del triyoduro I*", derivada de la
oxidacion del PPy e interaccion p-m con el yodo, similar a la polimerizacion quimica del PPy-
I[107]. Sin embargo en plasma, los porcentajes bajos 3.6%, 4.4%, 5.3%, 5.3%, 6.4% de N*
observados indican, una débil interaccion del yodo con el nitrégeno del PPy, similar a lo que

ocurre en polimerizacion in situ [146, 159].
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Figura 4.12 Espectros de alta resolucion N1s XPS de los andamios de PGS tratados con PPy-
I; a) curvas experimentales b) 6 min, ¢) 12 min, d) 18 min, ) 24 min, f) 30 min
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Para la sefial 13d (Figura 4.13), dos picos representativos fueron observados a 618.6 eV y
629.8 eV correspondientes a (I3ds;2) y (I3d3n2). Para el pico mas intenso 13d 5,2, dos picos se
pueden ajustar; el primero con un maximo de 617.8 eV es atribuido al enlace C—I y un
segundo pico con una maximo en 620.5 eV se puede atribuir al enlace N—1I, al triyoduro I3"y
pentayoduro Is~ adsorbido[172], debido a la transferencia de carga de electrones n desde la
estructura del PPy a los a&tomos de yodo [143, 146, 156, 173-175]. El incremento de la sefial
de los poliyoduros se debe, probablemente, al exceso de yodo elemental I que reacciona con
especies I, I3” formando pentayoduros Is™ y poliyoduros unidos al PPy. La evolucién de la
composicion quimica de los andamios PGS tratados se estimo de las deconvoluciones de alta

resolucion de las sefiales N1s y 13d (tabla 4.5)

Tabla 4.5 Porcentaje atdmico (%) de las diferentes sefiales de nitrogeno en andamios de PGS
tratados.

Porcentaje atomico de nitrégeno (%) Yodo (%)
Tratamien -N*- -C-N- -NH- =NH- N-I, C-1
to P,r

402.2 400.6 399.6 398.7 620.5 618.6

eV eV eV eV eV eV

6 min 3.6 25.0 43.6 27.8 22.87 77.1
12min 4.4 24.9 44.2 26.4 47.5 52.5
18min 5.3 21.3 47.6 25.7 57.9 42.0
24min 5.2 19.0 51.8 23.8 71.9 28.0
30min 6.4 19.0 50.2 24.4 80.0 19.8
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4.2.8 Angulo de contacto

El 4ngulo de contacto en agua es una manera simple de medir el caracter hidrofilico de la
superficie de los materiales. En la Figura 4.14 a se observa los valores de angulos de contacto
de las peliculas PGS sin tratamiento y tratados con PPy. La pelicula de PGS sin tratamiento
muestra un valor de 58+4°, similar al reportado por Shi et al, en andamios fabricados de PGS
[59, 65]. Para las peliculas tratadas con PPy se observa una tendencia a disminuir la
hidrofilicidad en funcion del tiempo de exposicidon. Sin embargo los valores de angulo de
contacto son inferiores a 90°, esto indica que todos las peliculas tratados con PPy son
intrinsecamente hidrofilicos, ya que los grupos aminas NH e iminas =NH- con caracter polar

del PPy forman facilmente interacciones de hidrogeno con el agua [102].

La Figura 4.14 b muestra los angulos de contacto de las peliculas tratadas con PPy-I, a un
tiempo de 6 minutos el angulo de contacto se incrementa a 62+5°, este pequefio incremento
de la hidrofobicidad es atribuido al incremento de grupos hidrofébicos C-Ca de la estructura
aromatica y/o fragmentos del PPy, como C=N depositadas en la superficie de la pelicula
como una densa red entrecruzada de PPy [170].Las peliculas tratadas a 12, 18, 24 y 30
minutos disminuye ha valores de 51+4°, 44+4°, 404+4° y 3943° respectivamente. Se observa
una diferente tendencia en comparacion de las peliculas tratados con PPy, probablemente
debido a la naturaleza higroscopica del yodo [176]. También es probable que la rugosidad
aporte en la disminucion de angulos de contacto obtenido cuando se incrementa del tiempo

de exposicion

Jiménez et al demostraron que el PPy-I tiene afinidad con soluciones de concentracion de sal
similares a los tejidos humanos con altas posibilidades de interactuar con los tejidos celulares
[86]. Por otro lado, Tejada et al, reportaron que potencias de 35 W y menores son adecuadas

para obtener superficies hidrofilicas [177].
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Figura 4.14 Variacion del angulo de contacto de las peliculas tratadas con; a) PPy-1y b) PPy.

4.2.9 Ensayos mecanicos a tension.

Las propiedades mecanicas de los andamios de PGS dependen de varios factores como la
porosidad, la relacion molar de los mondémeros, el porcentaje de reticulacion, especialmente
en andamios con una alta relacion area/volumen, etc., La Figura 4.15a se muestra la variacion
del médulo de Young de los andamios sin tratamiento y tratados en funcion del tiempo de
exposicion sin acondicionamiento en agua destilada. El andamio sin tratamiento tiene un
valor de 87.8+12.2 kPa, valor que estd dentro del intervalo reportado por Rai ef al para este
material [67]. La elasticidad del PGS es resultado del entrecruzamiento de los grupos
hidroxilo y carboxilo en el pPGS a través del proceso de esterificacion. El modulo de Young
de los andamios tratados mostr6 una tendencia ascendente a medida que el tiempo de
exposicion se incremento. Los valores fueron de 96.0 + 8.4 kPa, 100.5 + 8.9 kPa para 6y 12
minutos, los cuales no mostraron cambios significativos entre ellos, el tratamiento a estos
tiempos solo crea particulas discretas en la superficie del andamio, por lo tanto, es posible
postular que el PGS gobierna las propiedades mecanicas de los andamios. Sin embargo, los
andamios tratados durante 18, 24 y 30 minutos exhibieron un aumento significativo en el
moddulo de Young, en comparacion con los andamios no tratados. Este comportamiento se
debe, probablemente al entrecruzamiento de la superficie de los andamios PGS y a las
particulas PPy-I. Es posible que las particulas PPy-I actiien como una restriccion fisica

durante la deformacion por traccion de los andamios PGS, ya que es una molécula rigida.
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Por el contrario, el esfuerzo maximo mostr6 una tendencia a la baja a medida que aumentaba

el tiempo de exposicion.

La pérdida de la resistencia maxima (Figura 4.15 b) de los andamios tratados puede deberse
a la concentracion de esfuerzos causada por el exceso de particulas PPy-1. Los valores de
esfuerzo méaximo fueron 35 + 3 kPa, 30 + 4 kPa, 31 + 4 kPa, 29 + 3 kPa y 30 + 4 kPa para
tiempos de 6, 12, 18, 24 y 30 min, respectivamente, mientras que la deformacion mas baja
obtenida a la rotura fue de 0.35, que corresponde a un tiempo de exposicion de 30 minutos

de tratamiento con plasma.
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Figura 4.15 Propiedades mecénicas de los andamios PGS tratados (n=4, p<0.05) prueba
Tukey's ANOVA de una via a) Mdédulo de Young b) esfuerzo méximo c) deformacion
unitaria
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4.3 Biocompatibilidad del andamio de PGS tratado con PPy-I

4.3.1 Cultivo y expansion de hDPSCs.

Se logro aislar y cultivar exitosamente células troncales a partir de muestras de tejido pulpar.
En los explantes de pulpa dental sana de la Figura 4.16a, se comenzo a observar la migracion
de las células de explante y proliferacion de hDPSCs a los 8 dias de cultivo y, al dia 14, las
células presentaron una confluencia de 70-80%. Después de esto fueron tripsinizadas y
expandidas en un nuevo cultivo. La Figura 4.16b muestra que las células obtenidas de la
pulpa dental mostraron morfologia fibroblastoide y adherencia a la superficie plastica de la
placa de cultivo. Se utilizaron hDPSCs al pasaje 5 para realizar la prueba de proliferacion

celular y de citotoxicidad.

a) b)

4

Figura 4.16 a) hDPSCs migrando del explante Magnificacion 4 x. En el cultivo se destaca
con un circulo rojo el tejido pulpar b) hDPSCs observadas con microscopio confocal.

4.3.2 Caracterizacion de la poblacion hDPSC por citometria de flujo

La Figura 4.17 muestra la expresion fenotipica de las hDPSCs, las cuéles dieron positivo para
los antigenos de células troncales mesenquimales, de acuerdo con el analisis de citometria de
flujo. Se observa que el 51.8 % de las células fueron positivas a los marcadores troncales
CD90, 82.4 % hacia el marcador CD73y 57.9 % al CD105. Ademas, el 99.9 % de las células
fueron negativas al marcador hematopoyético CD34 y una baja expresion de 15.2 % a CDA45.

La expresion total a anticuerpos de fenotipo troncal mesenquimal fue de 72.1 %. Los
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resultados muestran que a partir de tejido pulpar es posible aislar células, utilizando métodos
de explante, después de un periodo de cultivo de 14 dias. Esto concuerda con los resultados
de otros estudios donde utilizan células desde los dias 5 a 15 de cultivo celular a partir de

explantes de tejido pulpa [178].
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Figura 4.17 Andlisis de citometria de flujo para marcadores de células troncales
mesenquimales y hematopoyéticas (CD34, CD45, CD73, CD90 y CD105).

4.3.3 Proliferacion celular de andamios tratados con hDPSCS.

En la Figura 4.18 se muestra que la proliferacion celular (medido como absorbancia) de las
células en contacto directo con andamios para el PGS sin tratamiento fue de alrededor del
0.32+0.05 el primer dia, 0.39+0.07 el segundo dia, y se incremento hasta un 0.54 + 0.04 para
el dia cinco. Los resultados mostraron una mejor proliferacion celular en los andamios PGS
tratados a tiempos cortos, en comparacion con los andamios no tratados. En este sentido los
andamios PGS tratados 6 minutos con PPy-I exhibieron una mayor absorbancia 0.66 + 0.07

después de cinco dias de crecimiento celular, lo que representa un incremento del 20% en
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comparacion con el andamio no tratado. Sin embargo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p<0.05). Se ha reportado que la mayoria de las membranas
celulares tienen carga negativa; ya que el pH isoeléctrico de las membranas es menor que el
pH fisiologico, asi, las particulas cargadas positivamente con N pueden ayudar a adherir las
células al andamio. Ademas, las funcionalidades de aminas NH en biomateriales estimulan
la adhesion celular al proporcionar cargas positivas en las superficies en condiciones

fisiologicas [15] [121][19, 106, 111].

0.8

1 |l Sin tratamiento Il PGS-PPy-I 18 min
~—~(0.7 1 I PGS-PPy-I6 min [l PGS-PPy-1 24 min
g 1 Il PGS-PPy-1 12 min [l PGS-PPy-I 30 min

0.6 1
o

Q ] *
0 0.5

—
20.4-

% ]
3 0.3—_

—

1 3 5
Tiempo de cultivo (Dias)

Figura 4.18 a) Viabilidad celular (método de contacto directo) de hDPSCs después de 1,3 y
5 dias en andamios tratados con PPy-I. ANOVA Tukey’s de una via *p<0.05.

En términos de viabilidad celular, el andamio tratado durante 6 minutos es el que promovio
una mayor viabilidad celular al dia 5 de cultivo celular 92.2 £ 9 % en contacto directo con
respecto al control positivo, por lo que de acuerdo a la norma ISO 10993 [72], este material
puede ser considerado como no citotoxico. En este contexto, un tiempo de exposicion corto
(6 minutos) a un proceso de modificacion de plasma permite la incorporacion de grupos
funcionales como el N-H, C-N de PPy-I, a pesar de no se observé la formacion de las

particulas PPy. Ademas, un tiempo de exposicion corto también permite la conservacion de
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los enlaces C-O y O-H del PGS. Estos grupos funcionales son comunes en el cuerpo humano
y cuando se agregan a cualquier biomaterial mejoran las propiedades de biocompatibilidad
de la superficie [102]. Sin embargo, se demostrd claramente que la proliferacion celular

depende de la concentracion de las particulas PPy-I en la superficie del andamio PGS.

También se observa que conforme aumenta el tiempo de exposicion de 6 a 30 min, la
proliferacion celular disminuye; esta tendencia se aprecia a los 1, 3 y 5 dias. Los andamios
tratados durante 6, 12, 18 y 24 minutos no muestran diferencias significativas tanto para el
dia 1 y 3 en comparacion del andamio sin tratamiento (p> 0.05). Pero al quinto dia, la
proliferacion celular de las hDPSCs disminuye significativamente a partir del tratamiento
con 24 minutos. Estos resultados, puede parecer inesperado si se considera que un aumento
en el contenido de PPy deberia conducir a un aumento en la biocompatibilidad del andamio,
como se ha reportado en [111]. Sin embargo, existe una alta probabilidad de que grupos NH
no estén facilmente disponibles en la superficie de las particulas PPy-I para interactuar con
las hDPSC. En este sentido Castano et al, realizaron deposicion quimica de PPy con
diferentes concentraciones de pirrol en placas de poliestireno para cultivo de tejidos (TCP) y
encontraron que la proliferacion celular de células troncales mesenquimales fue mayor a
concentraciones bajas de pirrol [179]. El tratamiento con plasma de polipirrol no es toxico,
pero probablemente disminuye la adhesion celular en los andamios después de 18 minutos.
Otro factor que disminuye la proliferacion celular al quinto dia, puede ser debido a la rapida
proliferacion de las hDPSCs y que probablemente exista una saturacion la superficie de
contacto ente el material y las células, lo que puede ocasionar muerte celular, aunque para
afirmar esto, es necesario otro tipo de ensayos donde se controle el numero de células

iniciales en los ensayos.

Sanchez-Pech et al, reportaron tendencias similares, cuando estudiaron la modificacion de
andamios de PCL/PLGA con PPy (sin dopaje) utilizando diferentes tiempos de exposicion a
los tratamientos con plasma. Llegaron a la conclusion de que los andamios PCL/PLGA
tratados con plasma de PPy durante 25 y 30 minutos exhibieron citotoxicidad en comparacion

con los andamios tratados durante 15 minutos [132]
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4.3.4 Morfologia de las hDPSCs en contacto directo con andamios PGS

La adhesion celular es el proceso por el cual las células forman contactos entre si o con el
andamio a través de complejos proteicos especializados. Las hDPSCs pueden interactuar con
grupos COOH, OH y NH que estan presentes en la matriz extracelular a través de adherencias
focales [118]. En este sentido se prob¢ la capacidad de las superficies modificadas con PPy-
I para mantener la adhesion. Se dejé que las hDPSCs se adhieran a los andamios durante 24
horas y se observo la morfologia de las células. En la Figura 4.19 el andamio sin tratamiento
se observan solo células en forma de esferas, mientras que el andamio tratado 6 minutos se
observan algunas hDPSCs alargadas, lo que indica el éxito inicial de la interaccion celular
con el andamio. Estas hDPSCs adheridas y alargadas (flechas de color amarillo) son el
resultado de interacciones del OH y NH" presentes en la composicion quimica de los

andamios que se forman durante el tratamiento con el plasma [118, 119].

Figura 4.19 Micrografias MEB de las células en contacto con el andamio; al-a4) sin
tratamiento, b1-b4) tratado a 6 min.

4.3.5 Citotoxicidad LIVE/DEAD de las hDPSC en medios acondicionados de los

andamios tratados.

Las micrografias en la Figura 4.20 muestran que las células estan distribuidas uniformemente
en la placa de cultivo celular. La expresion de células verdes (vivas) y células rojas (muertas)

indica que la proliferacion celular continué en la placa de cultivo. Para los extractos de los
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andamios PGS-PPy tratados a 6, 12, 18 y 24 min hay mayor cantidad de células vivas sin
cambio en la morfologia y con muy pocas células muertas. Para los andamios PGS tratados
con PPy-I, la presencia de células muertas comenzo6 a aparecer en el extracto del andamio
PGS cuando la exposicion al tratamiento con plasma alcanzé los 18 minutos y fueron mas
evidente la muerte celular en el extracto de los andamios tratados a 24 y 30 minutos. También
se observo que el nimero de células muertas aumentd a medida que se incremento el tiempo
de exposicion al plasma en los andamios; indicando que la citotoxicidad aumenta de manera
directamente proporcional al tiempo de exposicidon. Se observa que existe una diferencia de
tamafio entre las células vivas y las muertas, mientras las células muertas aparecen
redondeadas y tefiidas de rojo (indicativo de muerte celular), las células vivas son mas
grandes e incluso han adquirido una morfologia alargada. La proporcion de células
vivas/muertas fue de 15, 13, 4 y 2 para los tiempos de tratamiento de 6, 12, 18 y 24 minutos

respectivamente.

Este hallazgo sobre la citotoxicidad puede atribuirse a una liberacion de yodo al medio de
cultivo, lo cual puede estar reduciendo la actividad celular. El yodo es ligeramente soluble
en agua y su hidrosolubilidad puede incrementarse en presencia de iones yoduro,
produciendo poliyoduros como I" , I3 y Is [112, 146]. Estos poliyoduros en grandes
cantidades puede dafar los compuestos citoplasmaticos y de membrana celular [116]. De
acuerdo a la literatura, después de liberacion de yodo, éste es toxico en los microorganismos,
debido a que puede combinarse irreversiblemente con residuos de tirosina en las proteinas,
interfiriendo con la formacion de enlaces de hidrogeno en aminodcidos y acidos nucleicos,
oxidando los grupos tiol y reaccionando con sitios de insaturacion en lipidos [110], asi como

provocando oxidacion de los compuestos citoplasmaticos y de membrana [180].

En este trabajo, se evalu6 el efecto de diferentes tiempos de exposicion, encontramos que la
viabilidad celular depende del tiempo de exposicion al tratamiento con plasma, y que una
exposicion mas corta en el tratamiento con plasma proporciona mejores resultados con
respecto a la viabilidad celular y citotoxicidad de los andamios. Ademads, se encontrd que los

tiempos de tratamiento mayores de 12 minutos tienen un efecto perjudicial sobre la viabilidad
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celular y la citotoxicidad. La mayoria de autores como Sanchez et al., Doval et al., Cruz et
al., Arteaga et al, [110, 114-116], quienes realizaron la modificacion de diferentes polimeros
con tratamiento con plasma del PPy-I, utilizaron un tunico tiempo de exposicion del pirrol
(entre 20 y 30 minutos), mientras que la valvula que contiene yodo permanecié abierta a
intervalos de tiempo entre 5 y 8 minutos en total. En este contexto y lo encontrado en este
trabajo, las investigaciones futuras deberian orientarse hacia mas intervalos de tiempo de
exposicion al plasma de PPy-I entre 0 y 10 minutos. Del mismo modo, la mayoria de los
autores mencionados anteriormente requirieron de una exposicion de mas de 20 minutos de
15 a 25 W para incrementar la biocompatibilidad de los andamios tratados con PPy-I, sin
embargo, nuestros resultados indican que, utilizando una potencia de 35 W, se obtiene un
andamio no citotdoxico a los 6 minutos de exposicion, lo cual pareciera indicar que,
aumentando la potencia del proceso, se puede disminuir el tiempo de exposicion para obtener

un andamio con una superficie modificada compatible con actividad celular [110, 114-116].

Control Control Andamio
Positivo Negativo  Sin tratamiento

a) b) c)

Andamios

Andamios

Figura 4.20 Ensayo de tincion LIVE/DEAD; a) control positivo, células cultivadas en
DMEM; b) control negativo, células cultivadas en peroxido de hidrogeno; ¢) andamio sin
tratamiento; a-h) andamios tratados con PPy; i-m) andamios tratados con PPy-I. barra 40 um
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5. Conclusiones

Los analisis por SEM, FTIR y XPS revelaron que las particulas de PPy-I se incorporaron con
éxito por polimerizacion en plasma sobre los andamios de PGS. La cantidad de particulas
PPy-I depositadas en los andamios de PGS estuvo fuertemente influenciada por el tiempo de
exposicion de los andamios al tratamiento con plasma. La incorporacion de las particulas
PPy-I produjo diferentes grupos funcionales tales como NH, = NH, C=N junto con la
disminucion de los enlaces éster. La caracterizaciéon por AFM demuestra que hay un claro
incremento en la rugosidad conforme se incrementa el tiempo de exposicion. Aunque este
analisis se realizo en peliculas, sugiere que las superficies de los andamios también podrian
ser afectados modificando su rugosidad. Los resultados de la prueba de tension revelaron que
un tiempo de exposicion de 6 minutos al tratamiento con plasma no afect6 el médulo de
Young de los andamios. Ademas, el mismo tiempo de exposicion no afectd la hidrofilicidad

de los andamios.

Con los resultados obtenidos, se verifico el fenotipo troncal de las hDPSCS mediante la
expresion de marcadores de superficie. Esto confirma que a partir de pulpas dentales de
humano es posible aislar células madre troncales. La modificacién superficial a tiempos
cortos del PGS del PPy dopado con yodo favorece la adhesion, viabilidad y proliferacion
celular, el tratamiento con plasma a 6 minutos fue el mejor porque hubo adhesion como se
demuestra en las micrografias SEM, ademas el anélisis de proliferacion celular mostré que
un tiempo de exposicion de 6 minutos al tratamiento con plasma produjo el mejor resultado
en cuanto a proliferacion celular y no citotoxicidad, mientras que tiempos de exposicidn mas
largos al tratamiento con plasma tenian un efecto negativo en la proliferacion celular de los
andamios. Por lo tanto, los andamios tratados durante 6 minutos son candidatos potenciales

para pruebas in vivo en animales.
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En este sentido, el objetivo de estudiar el efecto del tiempo de exposicion se cumplié con
éxito, demostrando la correlacion entre el tiempo de exposicion al tratamiento con plasma en

las propiedades fisicoquimicas y en las propiedades bioldgicas de los andamios PGS tratados.

6. Recomendaciones

Con los resultados obtenidos en este trabajo, se aconseja realizar pruebas adicionales a los
andamios tratados con plasma de PPy-I, en especial el andamio tratado a 6 minutos, para que
este pueda ser potencialmente se utilizadas en pruebas in vivo; entre las recomendaciones

sugeridas se encuentran:

e [Evaluar otro sistema de disolvente que permita un completa eliminacién del
porogeno.

e Realizar un andlisis de liberacion productos de lixiviado de los andamios tratados
mediante espectrosocpia Raman y uv visible.

e Cuantificar mediante uv visible la presencia de grupos NH utilizando un método
colorimétrico.

e Evaluar la diferenciacion de las hDPSCs en los andamios tratados con plasma de PPy-

I hacia linaje osteogénico.
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